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汪 世 


内 容 提要 


本 书 共 分 为 两 大 部 分 。 第 一 部 分 主要 介绍 基因 分 析 技 术 , 但 并 不 包括 常规 的 
DNA( 或 RNA) 常 规 分 离 纯化 .基因 的 克隆 ,表达 、PCR 等 技术 ;而 是 重点 地 介绍 一 
些 对 未 知 基因 的 结构 和 功能 分 析 时 所 需要 的 关键 技术 ,包括 cDNA 文库 构建 、 差 减 
杂交 法 和 差 减 文件 的 构建 .mRNA 差异 显示 技术 .荧光 原 位 杂交 (FISH) 技 术 、 辐 身 
性 和 杂交、 计算 机 克隆 及 染色 体 定位 、 核 酸 及 蛋白 序列 的 计算 机 初步 分 析 RR 
交 技术 ,SELEX 技术 .基因 打 部 技术 、 转 基因 动物 技术 、RNA 干扰 技术 ,还 概要 地 介 
绍 了 常用 数据 库 及 分 子 生物 学 软件 。 

作为 基因 分 析 的 重要 技术 之 , 特 将 生物 芯片 技术 列 在 第 二 部 分 进行 专门 介 
绍 , 共 分 五 章 , 包 括 臣 片 概 介 、 生 物 芯片 的 制备 和 检测 、 微 阵列 探测 中 的 共聚 焦 扫 
HRA .生物 芯片 在 医学 中 的 应 用 (涵盖 了 生物 夏 片 在 基因 组 功能 、 单 核 莹 酸 多 态 
性 检测 .遗传 性 疾病 诊断 .肿瘤 研究 、 肝 冯 及 病毒 性 肝炎 诊断 、 微 生物 变异 及 醒 药 
性 检测 、 药 学 法 医学 中 的 应 用 诸多 领域 ) 及 蛋白 质 芯片 。 

本 书 编写 目标 定位 于 医学 专业 参考 书 , 编 写 者 来 自生 物 学 、 医 学、 光电 子 学 、 
化 学 .计算 机 学 .生物 信息 学 等 不 同 的 专业 领域 ,从 不 同 的 视 轩 来 阐述 一 个 共同 的 
主题 。 在 编写 风格 上 力求 深入 淡出 、 强 调 图 文 并 茂 , 以 求 一 且 了 然 ,为 医药 学 院 校 
的 研究 生 .教师 .科研 人 员 ,临床 医生 等 提供 帮助 。 


序 


自 DNA 双 螺 旋 结 构 被 发 现 50 年 以 来 ,生命 科学 和 生物 技术 得 到 了 前 所 未 有 
的 发 展 , 并 推动 相关 学 科 向 分 子 水 平 不 断 深入 。 生 命 科学 的 重大 发 现 ,以 及 与 信 
息 技 术 、 生 物 技术 ,纳米 技术 的 结合 ,赋予 21 世纪 医药 学 研究 旺盛 的 生命 力 ,引导 
着 理论 和 技术 上 的 重大 突破 。 由 中 外 医学 相关 领域 的 专家 和 学 者 共同 编写 的 《 医 
药 新 科技 丛书 》, 重 点 介绍 了 纳米 技术 .新 基因 分 析 技术 \ 生 物 芯片 技术 和 基因 治 
疗 技术 。 充 分 反映 了 前 沿 科学 技术 对 医学 的 影响 , 必 将 为 学 科 交 又 和 高 新 技术 应 
用 起 推动 作用 。 

纳米 科学 技术 是 10 余年 来 逐渐 发 展 起 来 的 一 项 高 新 科学 技术 。 著 名 的 诺 由 
尔 奖 获得 者 理 查 德 费 曼 早 在 20 世纪 60 年 代 就 预言 ,如 果 人 类 能 够 在 原子 和 分 子 
的 尺度 上 来 加 工 材料 ,制备 装置 ,就 能 得 到 大 量 的 异乎 寻常 的 新 发 现 。 纳 米 科学 
技术 是 在 纳米 尺度 (1 ~ 100 纳米 , 即 10-? ~ 10-7 米 研究 物质 新 颖 的 物理 、 化 学 和 
生物 特性 并 制造 有 特定 功能 产品 的 科学 技术 ,在 生物 工程 和 医学 上 有 光明 的 应 用 
前 景 。 科 研 人 员 已 经 成 功 地 利用 纳米 微粒 进行 了 细胞 分 离 ; 用 金 纳 米粒 子 进行 病 
变 俘 向 治疗 ,以 减少 副作用 ;用 纳米 微粒 作为 载体 的 病毒 转 导 颗粒 已 经 取得 了 突 
破 性 进展 并 用 于 动物 实验 ,有 有望 在 疾病 的 基因 治疗 中 发 挥 作用 ;科学 家 们 还 设想 
利用 纳米 技术 制造 出 分 子 机 器 人 ,对 人 体 的 精细 部 位 实施 特殊 诊断 或 治疗 ,例如 
修复 损伤 的 血管 壁 等。 希望 《医药 新 科技 从 节 》 中 这 部 分 内 容 能 为 相关 研究 领域 
的 有 志 者 提供 第 一 手 资料 并 促进 纳米 技术 与 医学 的 整合 。 

随 着 人 类 基因 组 精确 图 的 绘制 , 越 来 越 多 的 动 植物 微生物 基因 组 测序 也 相 
继 守 成。 然而, 如何 去 面 对 如 此 众多 的 基因 序列 ,并 逐一 诠 叙 他 们 的 功能 ,成 为 全 
世界 生命 科学 工作 者 共同 面 对 的 课题 。 寻 找 及 发 现 新 的 疾病 相关 基因 并 确定 它 
们 的 功能 ,无 疑 是 更 大 的 挑战 ;而 其 中 隐藏 了 无 限 的 商机 ,药物 新 缀 标 将 是 生物 技 
术 公 司 和 药物 开发 商 竞相 据 逐 的 目标 。《 医 药 新 科技 丛书》 的 编者 注意 到 了 这 个 
问题 的 重要 性 ,不 襄 笔 时 对 基因 及 其 分 析 技 术 作 了 详尽 描述 。 基 因 的 “项 除 ”、 坝 
入 "和 “就 低 ” 都 是 实时 在 体 研究 基因 功能 的 关键 技术 。 

当然 , 书 中 所 提 及 的 生物 芯片 更 是 闫 有 时 代 象 征 的 高 新 技术 。 美 国 《财富 》 杂 
SHARE TEP RAMAN 20 世纪 科技 史上 有 深远 影响 的 两 件 事 。 生 物 芒 
片 技 术 借用 计算 机 芯片 制作 理念 ,以 高通 量 、 高 效率 、 自 动 化 .微型 化 为 特征 ,提供 
了 一 个 从 分 子 、 基 因 水 平 向 基因 组 蛋白质、 细胞 乃至 组 织 器 官 组 木 平 回归 的 研究 
平台 ,有 利于 在 整体 木 平 上 解释 和 探讨 生命 现象 ,具有 广泛 应 用 前 景 。 国 内 已 有 
多 所 大 学 和 科研 单位 启动 了 这 方面 的 研究 ,也 取得 了 一 定 的 进展 《医药 新 科技 从 
书 》 对 此 作 了 及 时 的 反映 。 内 容 深入 浅 出 ,其 主要 阅览 群体 定位 在 活跃 于 医疗 卫 
生 领 域 的 医生 教师、 学 生 , 兼 具 普 及 和 提高 的 双重 作用 。 
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《医药 新 科技 丛书 》 的 另外 一 册 介 绍 了 "癌症 的 基因 治疗 "。 基 因 治 疗 是 一 种 
多 新 的 理念 ,折射 着 现代 分 子 生物 学 理论 和 技术 在 医学 领域 中 所 掀起 的 冲击 波 。 
基因 治疗 的 基本 概念 来 源 于 人 类 对 自身 遗传 本 质 的 了 解 。 基 因 作 为 遗传 的 基本 
单位 ,不 仅 决定 着 我 们 的 相貌 、 高 矮 和 气质 特征 ,而 且 其 细小 的 异常 将 不 可 避免 地 
导致 各 种 疾病 。 基 因 疗 法 的 原理 是 用 一 个 正常 基因 来 填 换 有 缺陷 的 基因 ,或 者 补 
偿 缺 陷 基 因 的 致 病因 素 。 自 1990 年 第 1 例 腺 苷 脱 氨 酶 基因 治疗 以 后 的 8 年 中 , 世 
界 上 已 有 373 MERA RRL, RU 3 134 人 接受 了 转基因 试验 ,而 且 基 因 治 着 
的 概念 及 策略 已 扩展 到 单 基因 遗传 病 的 范围 之 外 。 当 然 , 目 前 基因 沧 疗 的 技术 还 
熟 , 有 关 安全 、 伦 理 . 社 会 的 问题 还 有 待人 们 更 理性 地 思考 ,希望 读者 和 作 
者 互动 ,共同 促进 基因 治疗 治 着 健康 的 方向 走向 成 熟 。 

21 世纪 的 生命 科学 和 技术 将 以 难以 预测 的 方向 和 难以 估计 的 速度 发 展 , 其 结 
果 将 极 大 地 改变 人 类 的 生活 方式 和 提高 生活 质量 。 我 们 面临 着 一 个 村 新 的 世界 ， 
《医药 新 科技 丛书 》 似 乎 是 一 条 小 径 ,可 以 引导 读者 去 开拓 ,耕耘 和 拥抱 未 来 的 光 
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20 世纪 末 和 21 世纪 初 ,以 人 类 基因 组 计划 (HGP) 为 标志 的 先进 科学 技术 发 展 
日 新 月 异 ，PCR 技术 、 测 序 技术 、 纳 米 技术 .生物 芯片 技术 .基因 打靶 和 基因 治疗 技 
术 等 一 个 接 一 个 地 出 现 ,生命 科学 正 以 前 所 未 有 的 速度 向 前 发 展 ,并 推动 其 分 支 
学 科 向 分 子 水 平 深入 。 作 为 21 世纪 的 医药 学 研究 领域 ,得 益 子 基因 组 和 后 基因 组 
时 代 的 福 菌 ,在 疾病 的 诊断 治疗、 预防 及 发 病 机 制 等 各 方面 正 都 已 发 生 、 正 在 发 
生 和 将 要 发 生理 论 和 技术 方面 的 重大 突破 。 

我 们 都 是 从 事 生 物化 学 和 分 子 生 物 学 领域 研究 和 教学 的 ,很 希望 能 将 这 种 进 
步 反映 和 应 用 在 我 们 的 工作 中 。 因 此 本 书 的 编写 目标 定位 于 医学 专业 参考 书 ,为 
医药 学 院 校 的 研究 生 、 教 师 .科研 人 员 、 临 床 医生 等 提供 帮助 。 本 书 共 分 为 两 大 部 
分 。 第 一 部 分 主要 介绍 基因 分 析 技 术 , 但 是 并 不 从 基础 的 DNA R RNA 的 分 离 , 鉴 
= .纯化 ,外 源 基因 的 克隆 ,表达 和 鉴定 .PCR 技术 等 方面 入 手 ,而 是 选择 性 地 介绍 
一 些 新 的 基因 分 析 技 术 ,特别 是 对 未 知 基 因 的 结构 和 功能 分 析 时 需要 采用 的 关键 
技术 ,例如 从 cDNA 文库 的 构建 开始 ,在 基因 组 .cDNA .mRNA 差 减 杂 交 或 差异 显示 
的 基础 上 ,对 差异 显示 的 片段 进行 计算 机 克隆 .全 长 分 析 、 辐 射 性 杂交 及 染色 体 定 
位 ;对 基因 打靶 技术 、 转 基因 技术 RNA FRIR SELEX 技术 也 都 有 介绍 ;同时 还 
详细 介绍 了 基因 功能 研究 的 酵母 双 杂 交 技术 。 参 与 这 部 分 编写 的 大 部 分 人 员 是 
对 这 些 技术 的 亲自 操作 者 ,因而 包含 了 他 们 的 经 验 和 体会 。 考 处 到 不 同 层 次 不 
同 实验 室 的 技术 和 设备 的 差异 ,我 们 特意 将 生物 芯片 技术 单独 组 合成 为 第 二 部 
分 ,进行 详细 地 介绍 ,从 莽 木 概念 ,定义 到 医学 领域 的 应 用 ;从 基 片 选择 、 化 学 修 
饰 、 生 物 芯片 种 类 和 制作 ,检测 流程 杂交 方法 ,到 杂交 结果 处 理 和 分 析 , 生 物 信息 
提取 的 原则 和 方法 等 ,尽量 给 予 深入 浅 出 的 全 面 的 介绍 。 从 实用 的 角度 出 发 并 为 
本 书 的 读者 群体 考虑 ,本 书 并 不 想 过 多 地 在 芯片 化 学 修饰 的 分 子 机 制 、 信 息 处 理 
软件 设计 和 分 析 原理 等 方面 过 多 地 染 笔 ,只 是 窒 出 生物 芯片 作为 一 种 高 通 量 、 超 
微量 的 分 子 杂 交 技术 和 以 往 的 经 典 核酸 或 蛋白 质 检测 技术 相 比 优越 在 何 处 ? 特 
点 是 什么 ? 以 及 由 此 带 来 的 技术 难点 和 仪器 设备 如 何 与 之 配套 等 一 系列 问题 。 
在 弄 清 这 些 问题 的 基础 上 ,本 书 强调 了 如 何 利 用 现 有 的 ,由 各 生物 技术 公司 提供 
的 生物 芯片 进行 窒 测 ;如 有 条 件 的 话 , 读 者 还 可 以 结合 自己 科 可 的 需要 ,制备 一 些 
特色 牙 片 ,此 时 也 可 以 从 本 书 中 获得 一 些 启发 和 要 领 。 

现代 科学 技术 是 生物 ,化 学 ,物理 、 计 算 机 、 生 物 信 息 、 工 程 、 微 电子 等 诸多 领 
域 的 综合 体 ,学 科 之 问 的 交叉 ,融合 ,渗透 与 整合 不 断 地 发 生 , 发 展 ,推动 着 技术 的 
进步 和 新 技术 的 诞生 。 因 此 ,这 本 书 的 编写 者 未 自 医学 、 生 物 学 光电子 学 、 化 学 、 
计算 机 学 等 不 同 的 专业 领域 ,从 不 同 的 视野 来 闭 述 一 个 共同 的 主题 。 此 外 ,本 
书 还 得 到 了 目前 还 在 海外 学 习 或 工作 的 学 子 的 支持 和 响应 ,及 时 地 寄 来 书稿 ,以 尽 
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一 份 产 源 之 心 。 庄 心 感谢 所 有 参与 本 书 编写 的 教授 .专家 、 博 士 生 ,特别 是 目前 还 
在 国外 工作 或 学 习 的 学 者 ,感谢 他 们 在 繁忙 工作 中 还 挤 出 时 间 为 本 书 撰写 节 稿 。 
本 书 在 编写 风格 上 力求 深入 浅 出 、 强 调 图 文 并 茂 , 为 了 更 好 地 说 明 问 题 , 还 采 
用 了 彩 图 。 特别 在 计算 机 克隆 和 生物 分 析 软 件 的 介绍 中 , 均 配 置 和 下 载 了 电脑 屏 
幕 显示 ,以 求 一 目 了 然 。 
由 于 时 间 仓 促 , 水 平 有 限 ,不 能 满足 诸位 读者 的 需求 , 敬 请 原谅 ,也 欢迎 批评 
和 指正 。 


Teh ee KB 
2003 年 11 月 于 武汉 


日 X 


第 一 部 分 “基因 分 析 技 术 


SE cDNA 文库 的 构建 
第 一 节 cDNA 文库 构建 的 基本 原理 
一 、cDNA 的 合成 von 
Z, ZAP 表达 载体 的 结构 、 
第 二 节 cDNA 文库 构建 的 具体 操作 步 又 
一 、cDNA 第 一 链 的 合成 - 
二 、cDNA 第 二 链 的 合成 ， 
三 、 补 平 cDNA 链 末 端 
G, EcoR 工 接头 的 连接 
五 、EcoR IRRE 
六 、Xho IEH © 
Es MAES cDNA … 
八 、cDNA 与 ZAP 表达 载体 的 连接 
Tu. 准备 宿主 菌 …… 
十 、 应 用 Gigapack II Gold 包 
一 、 铺 盘 和 库容 量 鉴定 
F 二 、 原 始 库 的 扩 增 - 


白 包装 含有 cDNA 的 ZAP E 


第 二 章 ” 差 减 杂交 法 和 差 减 文件 的 构建 . 
第 一 节 ”基因 组 差 减 杂交 法 ees 
第 二 节 mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 法 

一 、 羟 基础 灰 石 (HAP) 柱 层 析 法 … 

Z, ADR - 链 亲 和 素 的 亲 和 分 离 … 
、 基 于 PCR 反应 的 差 减 杂交 法 或 抑制 性 差 减 杂交 (SSH) - 
基因 或 表达 序列 文库 (cDNA or EST libraries) 杂 交 


W lil 


第 三 章 ”mRNA 差异 显示 技术 
第 一 节 mRNA DD- PCR 的 基本 原理 … 
第 二 节 mRNA DD- PCR 技术 的 具体 操作 步骤 

-、 组织 样品 总 RNA 的 提取 ……… 
=, 去 除 RNA 样品 中 的 微量 DNA 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


涝 引物 序列 
四 、 反 转录 归 类 反应 体系 的 建立 … . 
五 、PCR 选择 性 扩 增 …… 
六 
七 


六 、mRNA DD- PCR PEP H EPER PS BBE BEBE B UK 

、 差 异 表达 条 带 的 回收 
\、 回 收 条 带 的 再 次 扩 增 
九 、 二 次 扩 增 产物 的 克隆 、 测序 各 GenBank 查询 … 
+. Northem Blot 和 Dot Blot 杂交 


~ 


第 四 章 ”荧光 原 位 杂交 (FISH) 技 术 … 
第 一 节 FISH 的 原理 和 技术 特点 ……… 
一 、FISH 技术 的 原理 和 优点 …… 
Z, FISH 技术 的 基本 操作 过 程 “ 
第 二 节 FISH 技术 的 实验 操作 步骤 … 

、 染 色 体 标本 的 制备 
、 染色 体 显 带 ee 
、Alu - PCR 法 制备 探 针 © 
切口 平移 法 标记 探 针 
FISH 检测 ……… 
第 三 节 ”FISH 技术 的 发 展 与 应 用 ， 


MOB LI 


—, FISH 技术 的 发 展 … 和 

一 、FRIS 卫 技术 的 主要 应 用 
第 五 章 “辐射 性 杂交 和 (51) 
第 一 节 辐射 性 杂交 的 基本 原理 - = (51) 


一 、 构 建 RE 图 谱 的 方法 


第 二 节 RH 图 谱 的 应 用 (54) 
EST 定位 …… (54) 

二 、 寻 找 新 基因 (55) 
三 、 基 因 克 隆 …… (55) 
G, WEER …… (56) 
五 、RH 相关 网 站 及 RH 数据库 (56) 
A, RUR eeen enn enenenn < (57) 


第 六 章 ”计算 机 克隆 及 染色 体 定位 
第 一 节 计算 机 克隆 … 
一 、 基 本 原理 …… 
二 、 现 状 与 发 展 ， 


pal 


、 简单 实例 … 
第 二 节 REREN = 
第 三 节 掌握 和 熟悉 NCBI 数据 库 和 分 析 … 


第 七 章 ”核酸 及 蛋白 序列 的 计算 机 初步 分 析 ， 
第 一 节 | eereerererresrtrrerrenrereesetsnnesnreererert 
第 二 节 “核酸 序列 分 析 …………… 

-~…、 数据 库 同 源 性 或 相似 性 搜索 
二 、 读 码 框 分 析 pe 
三 、 寻找 启动 子 区 及 其 核酸 序列 中 的 功能 位 点 ， 

中 、 基 因 的 染色 体 定位 = 

第 三 节 ”蛋白 序列 分 析 …… 
一 、 同 源 性 或 相似 性 分 析 … 
二 、 氨 基 酸 序列 的 一 般 特 性 分 析 。 
三 、 和 蛋白 基 序 和 结构 城 分 析 o 

四 、 特殊 结构 或 结构 特征 分 析 ， 
FL, 直系 同 源 物 (Ortholog) 和 /或 旁 系 同 源 物 (Paralog) 分 析 … 
六 、 二 级 结构 的 预测 Cr 

第 四 节 ”多重 序列 排列 和 系统 发 育 分 析 … 
一 、 多 重 序列 排列 … 

二 、 分 子 进化 分 析 
三 .举例 … 
第 五 节 骸 有 生物 信息 学 的 期 刊 a 


SAB “酵母 双 杂 交 技 术 

第 一 节 ” 酶 母 双 杂 交 原 理 
一 、 原理 cceceve 

二 、 酵母 双 杂交 的 基本 流程 … 

第 二 节 ， 酵 生 双 杂交 系统 中 常用 的 蓝 株 与 表达 载体 


一 、 酵 母 菌 的 一 般 特 点 (82) 
二 、 常 用 的 菌株 ove (82) 
三 、 表达 载体 的 构建 Ce tees (83) 
q 、 表 达 载 体 与 菌株 表 型 之 间 的 关系 - 《85) 
五 、 对 照 载体 的 构建 a (85) 
六 、 酵 母 培养 基 的 制备 (86) 
上 七、 菌株 冻 存 与 复苏 (88) 


A BERAD eeveveuenennsnoneneneneemeeeneneennmnmt (89) 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


第 三 节 ”诱饵 质粒 的 鉴定 … 
一 、 制 备 感受 态 酵母 戎 
-诱饵 质粒 转化 人 感受 态 酵 母 细 胞 
=. 诱饵 蛋白 的 毒性 检测 … 

四 、 诱 馆 蛋 白 自 激活 检测 … 

五 、 交 配 效率 的 检测 与 计算 

BUR ”正式 第 选 预 转化 DNA 文库 - 
一 、 筛 选 前 的 准备 
二 、 正 式 筛选 预 转化 的 cDNA 文库 ， 
三 、 文 库 滴 定 (Library Titering) ……… 
四 、 计 算 酵 母 交配 的 效率 和 筛选 的 克隆 数 

第 五 节 ”对 初步 获取 的 阳性 克隆 的 分 析 与 验证 
一 、 克隆 表 型 验证 一 一 大 规模 第 选 ， 

二 、B- 半 乳糖 戎 酶 活性 分 析 
= REAR DNA 的 提取 … 
四 、 酵 母 质粒 转 和 大肠 杆菌 DHSa 

五 、 克隆 妇 类 a 

六 、 在 酵母 体内 再 验证 蛋白 的 相互 作用 

七 

八 
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:、 在 了 酶 苹 体外 分 析 和 验证 蛋白 的 相互 作用 + 
、 测序 a 
KE ”酵母 双 杂 交 技 术 的 应 用 
一 、 酵 母 双 杂交 技术 的 应 用 o 
Z, 酵母 双 杂 交 技 术 的 缺陷 
三 、 使 用 醉 母 双 杂交 技术 应 注意 的 问题 … 


BAB SELEX 技术 


第 一 节 SELEX 技术 简介 … (105) 
第 二 节 SELEX 技术 的 基本 原理 (106) 
+, SELEX 技术 的 基本 路 线 - (106) 


、Aptamer 的 修饰 与 优化 、 
、 影 响 SELEX 技术 的 因素 …*……… (HD) 
节 ”核酸 配 基 结 合 的 特异 性 评价 … 
一 、 配 基 结 合 特异 性 We 
Z, 配 基 序列 及 空间 结构 分 析 …… 
SOT SELEX 技术 的 改进 与 发 展 
一 、 导 向 SELEX eeens 
= HAT SELEX … 
三 、 基 因 组 SELEX …… 
第 五 节 ” 适 配 分 子 的 特性 … 


‘WT ih 


第 


第 六 节 SELEX 技术 和 适 配 分 子 在 各 方面 的 应 用 … 
一 、SELEX 技术 在 各 方面 的 应 用 


1. Aptamer 在 各 方面 的 应 用 … 


第 一 节 基因 
-基因 打靶 技术 的 概念 … 
二 、 上 胚胎 干细胞 技术 的 发 展 … 
=. 同 源 重组 
第 二 节 ”基因 打 和 对 技术 在 生物 医学 研究 中 的 应 用 
一 、 基因 打靶 技术 在 基因 功能 研究 中 的 应 用 … 
Z, 应 用 基因 打 轻 技术 研制 人 类 疾病 动物 模型 
=. 应 用 基因 打靶 技术 改良 动物 品系 和 研制 动物 反应 器 
第 三 节 ”研制 基因 打靶 小 鼠 的 实例 一 Smad5 基因 噜 除 小 也 的 研制 和 鉴定 … 
ney REEE] cDNA 探 针 的 克隆 es 
二 、 力 基因 基因 组 DNA 片断 的 筛选 和 克隆 … 
二 、 基 因 剔 除 打靶 载体 的 构建 以 及 中 靶 ES 细胞 的 筛选 
四 、 基 内 剔除 小 鼠 的 获得 及 鉴定 … 
五 、 SAM) RWRBA 
第 四 节 ”常用 实验 操作 方法 
一 、 小 鼠 基 因 组 DNA 的 制备 
=, 基因 组 DNA 的 PCR 分 析 … 
三 、 基 因 组 DNA 的 Southem 杂交 分 析 - 
、 用 原 代 小 也 胚 胎 成 纤维 细胞 制备 伺 养 层 
五 、 小 鼠 胚 胎 干 细胞 的 常规 培养 
A, ES 细胞 的 冻 存 和 复苏 eene 


第 十 一 章 转基因 动物 技术 


第 


FOT BREA EES 


一 、 转 基因 、 转 基因 动物 与 转基因 动物 模型 ， 


- 节 ”原理 和 方法 ………… 


二 、 目 的 基因 的 设计 ， 
三 、 转 基因 的 方法 o 


=. PHAR 
三 、 受 精 卵 的 采集 - 
四 、 受 精 卵 的 显 微 注射 ， 
生 、 转 基因 后 受精 卵 的 再 植 … 


第 三 节 转 直 因 整 合 与 表达 的 检测 


_ 基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


一、 基因 组 DNA 的 提取 ， 
一 、 外 源 基因 的 检测 


第 十 二 章 ”RNA 干扰 … 
第 一 节 RNA 干扰 的 原理 
第 二 节 RNA 干扰 的 生物 功能 
第 三 节 MASP RNA FH … 

- +, RNAi 在 哺乳 动物 中 存在 的 证 据 
二 、 哺 乳 动物 中 的 RNA + 
=. K dsRNA 引发 的 RNAi -+ 
w. 哺乳 类 稳定 RNA …… 
第 四 节 RNA 干扰 的 实验 过 程 . 
一 、RNAi 的 产生 
二 、 给 予 途径 … S 
SIRS A 9 cA 


第 五 节 RNA 干扰 在 生物 医学 和 功能 基因 组 中 的 应 用 


第 十 三 章 ”常用 数据 库 及 分 子 生物 学 软件 - 


第 二 部 分 “生物 芯片 技术 


第 十 中 章 ”生物 芯片 概 介 (179) 
第 -- 节 ”生物 芯片 产生 的 科技 背景 及 在 医学 中 应 用 的 优势 e 
生物 芯片 产生 的 科技 背景 …、 

= 物 芯片 在 医学 中 的 应 用 概况 与 前 景 


生物 芯片 相关 分 子 生物 学 概念 (185) 

-、 基 (185) 
二 ,基因 组 和 基因 组 的 信息 含量 (185) 
=, 真 核 基 因 组 和 原核 基因 组 、 (186) 
四 、 基 因 表达 ， {187) 
T EARE- (187) 
六 、 基 因 多 态 性 (187) 
七 、DNA 的 变性 与 复 性 … (188) 
下、 探 儿 0 (188) 


第 三 节 “生物 芯片 的 分 类 简介 和 (191) 


第 十 五 章 + 物 营 片 的 制备 和 检测 
第 一 节 载体 的 表面 修饰 … 
一 、 芯片 载 体 和 载体 材料 - 

二 、 载 体 化 学 修饰 …… 
三 、 载 体 修饰 后 的 固定 及 选择 原理 
第 二 节 ”生物 芯片 制作 方式 …… 
一 、 微 阵 询 芯片 及 其 制备 技术 

二 、 微 流 控 芯片 及 其 制备 技术 … 

三 、 其 他 类 型 芯片 制 


由、 基因 芯 片 和 窒 核 音 酸 芯片 制备 原理 ~- (205) 
第 三 节 生物 芯片 检测 的 实验 流程 ………… ~- (207) 
… (208) 


一 、 芯片 样品 的 制备 ……: 

杂交 探 针 的 种 类 和 标记 ， 
、 核 酸 分 子 杂 交 和 杂交 微 环境 … 
、DNA 微 阵列 操作 应 用 实例 
第 四 节 ”芯片 杂交 信号 的 收集 及 生物 
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一 芯片 杂交 信号 的 收集 及 处理 < 
二 、 生 物 信息 的 分 析 和 提取 ……… (234) 


第 十 六 章 “” 微 阵列 探测 中 的 共聚 焦 扫 措 技术 
第 -… 节 。 微 阵列 技术 、 荧 光 及 荧光 探测 
一 、 微 阵列 探测 特征 

二 、 荧 光 基 础 理论 … 


三 、 共 聚焦 系统 优点 与 缺点 
四 、 共 聚焦 扫描 实现 与 折 训 考虑 …………… 
第 四 节 ”共聚 焦 扫 描 仪 光学 设计 及 关键 特征 
. .7 ， 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


一 、 波 长 鉴别 … 
一 、 探 测 器 …… 
三 、 信 和 号 处 埋 及 仪器 控制 
、 扫描 仪 功能 参数 … 
第 五 节 ”ScanArray WARRE ARA 
一 、. 扫描 仪 的 集成 化 es 
二 、SeanArray 扫描 仪 结构 组 成 ， 
=, ScanAmay* 扫描 器 优点 


第 十 士 章 “” 生 物 芯 片 在 医学 中 的 应 用 
第 一 节 生物 芯片 技术 在 基因 组 功能 研究 中 的 应 用 
一 、 寻 找 和 发 现 新 基因 

、 基 因 表 达 分 析 …… 
、DNA 序列 测定 与 序列 间 比 较 
、 突 变 体 和 多 态 性 的 检测 … 
第 二 节 ， 生 物 芯 片 技术 用 于 单 核 背 酸 多 态 性 的 检测 … 
一 、SNPs 的 检测 技术 … 
“Ly SNPs 技术 的 应 用 … 
第 三 节 ”生物 芯片 技术 在 遗传 性 疾病 诊断 中 的 应 用 … 
… 遗传 性 疾病 的 分 类 

T, 遗传 性 疾病 与 基因 突变 
一、 基因 突变 检测 技术 …… 

四 、 遗传 性 疾病 基因 芯片 
E. 遗传 性 疾病 的 基因 芯片 的 应 用 ， 
第 四 上 节 ”生物 芯片 技术 在 肿瘤 研究 中 的 应 用 … 
、 肿 冯 基 因 表 达 谱 的 研究 

一 、 寻 找 肿 瘤 相 关 基 因 … 
三 、 肿瘤 分 型 的 研究 …… 
四 、 溃 瘟 相 关 茜 因 功 能 的 研究 
五 、 昨 府 诊断 的 研究 ee 

六 、 筛 选 抗 癌 药 物 和 监测 肿瘤 治疗 效果 
第 五 节 “生物 芯片 在 肝癌 及 病毒 性 肝炎 诊断 中 的 应 用 … 
一 、 基因 芯片 技术 在 肝癌 研究 中 的 应 用 a 
二 、 基因 芯片 技术 在 病毒 性 肝炎 及 其 他 肝病 诊断 中 的 应 用 … 
第 六 节 ”生物 芯片 技术 在 微生物 变异 及 疾病 耐 药性 检测 中 的 应 用 - 
一 、 生 物 芯片 在 微生物 基因 变 界 检测 中 的 应 用 … 
二 、 生 物 芯片 在 疾病 而 药性 检测 中 的 应 用 
三 、 前 景 与 展望 a 
Boy ”生物 芯片 技术 在 药学 方面 的 应 用 
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物 芯 片 在 药物 车 点 发 现 与 药物 作用 机制 研究 中 的 应 用 tee eeee eens (343) 
物 芯片 在 毒 理学 研究 中 的 应 用 
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Ç 第 一 章 
cDNA 文库 的 构建 


内 容 提要 


cDNA 文库 代表 某 一 特定 组 织 或 器 官 的 mRNA 编码 信息 ai 
难于 扩 增 。 因 此 ,可 以 将 mRNA 的 编码 信息 转变 成 稳定 的 双 链 | 4 
HIME. RIP HAD DNA 分 子 就 代表 着 菜 一 特定 编码 信息 。 为 
了 获得 禾 盖 面 广 质量 较 高 的 cDNA 文库 ,选择 好 的 DNA 合成 试剂 金 是 建 库 成 败 的 关键 。 
KEHE DNA 文库 的 原理 及 关键 实验 技术 和 经 验 体会 逐一 介绍 。 


cDNA 文库 的 构建 是 分 子 生物 学 领域 的 一 项 重要 技术 。cDNA 是 以 mRNA 为 模板 ,在 逆转 
录 酶 的 作用 下 ,在 体外 被 逆转 录 为 cDNA 第 一 链 ,再 以 cDNA 为 模板 ,由 大 肠 杆 菌 DNA RA 
I 合成 第 二 链 , 得 到 双 链 cDNA。 由 于 组 织 或 细胞 的 总 RNA 或 mRNA 中 ,含有 该 细胞 的 全 部 
mRNA 分 子 , 因 而 被 合成 的 CDNA 产物 将 是 各 种 mRNA 拷贝 的 群体 。 当 它们 与 质粒 重组 后 并 转 
化 至 宿主 细胞 中 ,将 得 到 一 系列 克隆 群体 ,每 个 克隆 仅 含有 一 种 mRNA 信息 ,所 有 克隆 的 总 和 
则 包含 细胞 内 全 部 mRNA 的 信息 ,这 种 克隆 群体 则 为 cDNA 文库。 应 用 cDNA 文库 筛选 和 克 降 
新 基因 ,是 一 条 快速 而 有 效 的 途径 。 也 可 从 cDNA 文库 中 筛选 出 所 需 的 目的 基因 ,用 于 该 基因 
的 表达 和 研究 。 


第 一 节 cDNA 文库 构建 的 基本 原理 


成 功 地 构建 一 个 cDNA 文库 ,从 组 织 或 细胞 的 获得 ,mRNA 的 提取 等 每 一 步 都 很 重要 ,一 个 
环节 出 现 问题 ,都 将 降低 cDNA 文库 的 质量 。 只 有 构建 覆盖 面 广 、 质 量 高 的 cDNA 文库 , 才 具 有 
较 高 的 应 用 价值 。 因 此 建议 使 用 公司 生产 的 试剂 盒 ,并 严格 按 操作 说 明 书 操作 。Statagene 公 
司 生产 的 ZAP Expression cDNA Synthesis Kit (Catalog # 200403) 和 ZAP Expression cDNA Gigapack 
TII Gold Cloning Kit (Catalog # 200451) 可 用 于 cDNA 文库 的 构建 。 

本 章 应 用 Stratagene 公司 生产 的 试剂 盒 介绍 构建 cDNA 文库 的 原理 和 具体 操作 步骤 。ZAP 
Expression cDNA Synthesis Kit 应 用 含有 Xho I 酶 切 位 点 的 18 ERRUER oligo(dT) is E 
接头 引物 。 该 引物 可 与 mRNA WA RR AR TRE [poly (A) 杂交 结合 , 在 逆转 录 酶 
(StrataScript™ reverse transcriptase) 的 作用 下 合成 cDNA 第 一 链 。 在 cDNA 的 第 一 链 合成 过 程 中 ， 

- gs 
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加 入 甲 基 化 的 脱氧 胞 苷 酸 (5 - methyl dCTP) 以 取代 正常 的 脱氧 胞 昔 酸 (dCTP) ,因此 就 可 保护 
cDNA 分 子 不 被 某 些 内 切 酶 (如 Xho 了 DD 切割。 因此 ,在 进行 Xho I 酶 切 时 ,只 有 接头 引物 上 的 非 
申 基 化 的 Xho 1 酶 切 位 点 可 以 被 切割 ,而 cDNA 分 子 中 的 甲 基 化 的 Xho I 酶 切 位 点 则 不 被 切 
割 ,从 而 保证 了 cDNA 分 子 的 完整 性 。 


一 、cDNA 的 合成 


于 第 一 链 反应 混合 物 中 加 入 核 苷 酸 混合 物 和 反应 缓冲 液 ,在 StrataScript 逆转 录 酶 作用 下 ， 
以 mRNA 为 模板 ,以 含 50 个 碱 基 的 寡 核 苷 酸 做 逆转 录 引 物 ,进行 第 一 链 的 合成 。 

逆转 录 引 物 序列 如 下 : 

5! ~ GAGAGAGAGAGACGAGACAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTITITTTTT - 3’ 
“GAGA” FER) Xho I 位 点 poly(dT)ig 

引物 中 的 “CAGA" 序 列 对 Xho I 内 切 酶 的 识别 和 poly(dT) 具 有 保护 作用 。Xho 1 限制 性 酶 
切 位 点 可 使 合成 的 cDNA 以 正义 方向 插 人 到 ZAP 表达 载体 中 。poly(dT)ts 可 以 与 mRNA 模板 的 
3' 端 的 poy(A)。 配对 结合 。 

第 一 链 合成 时 其 人 的 核 苷 酸 混合 物 包 括 正常 的 dATP, dCTP, dTTP 和 5 - 甲 基 化 dCTP. 
合成 的 第 一 链 的 dCTP 都 含有 甲 基 基 团 ,可 以 防止 cDNA 在 以 后 的 克隆 步 又 中 被 限制 性 内 切 酶 
切断 。 

在 第 二 链 合成 过 程 中 ,RNase H 可 使 结合 在 第 一 链 cDNA 上 的 RNA 被 切割 成 多 个 片段 ,使 
之 作为 DNA polymerase [的 引物 。DNA polymerase 1 可 以 “缺口 - 翻译 ”的 方式 将 这 些 RNA 片段 
翻译 成 第 二 链 cDNA。 参 与 第 二 链 合 成 的 核 苷 酸 混合 物 中 的 dCT 为 正常 的 4CTP, 以 降低 5 - 
甲 基 化 dCTP 挫 人 到 第 二 链 的 可 能 性 。 这 样 就 保证 了 接头 引物 中 的 限制 性 酶 切 位 点 可 以 被 相 
应 的 内 切 酶 所 切断 。 双 链 cDNA 在 pfu DNA polymerase 的 作用 下 ,其 末端 被 补 平 。 然 后 在 TM 
DNA ligase 的 作用 下 ,将 EcoR I 接头 连接 至 cDNA 末端 。 接 头 序列 为 ， 

5 — OH - AATTCGGCACGAGG - 3’ 
3’ ~ GCCGTGCTCC - 5’ 

这 些 接头 由 10 和 14 SRE ERC RE RR IPS EcoR I 粘 性 末端 互补 。 其 中 10 个 碱 基 
的 核 此 酸 是 被 大 酸化 的 ,从 而 使 其 可 与 cDNA 和 其 他 接头 的 平头 末端 相 结合 ,而 14 个 碱 基 的 
诊 核 苷 酸 是 被 去 磷酸 化 的 ,从 而 阻止 它 与 其 他 粘 狂 末端 结合 。 接 头 连接 完成 后 , 灭 活 连接 酶 ， 
磷酸 化 14 个 碱 基 的 守 核 此 酸 ,使 其 能 连接 至 去 磷酸 化 的 载体 末端 。 

经 Xho I 酶 切 后 ,可 以 切除 cDNA 3' 端 的 EooR 工 接头 和 残留 的 接头 - 引物 。 过 Sepharose 
CM - 2B 胶 分 离 柱 时 ,可 将 上 述 二 个 片段 去 除 。 这 样 经 过 分 离 的 cDNA 再 经 沉淀 后 即 可 连接 于 
ZAP 表达 载体 。cDNA 合成 流程 图 见 图 1- 1。 

应 用 高 效 系 统 如 Gigapack II Gold 包装 提取 物 进 行 cDNA 文库 的 包装 ,用 E. coli 细胞 株 
XU - Blue MRF' 铺 盘 。 因 为 大 多 数 的 E. coli 细胞 株 能 酶 解 含有 5 - 甲 基 化 的 dCTP, 因 此 一 定 
要 用 这 种 MerA - MerB - 的 菌株 铺 盘 。 


二 、ZAP 表达 载体 的 结构 


ZAP 表达 载体 的 结构 见 图 1 - 2。ZAP 表达 载体 可 以 用 于 真 核 和 原核 细胞 的 表达 。ZAP 表 
达 载 体 含有 12 个 克隆 位 点 ,可 以 揪 人 0-~ 12 kb 大 小 的 外 源 性 DNA。 这 12 个 克隆 位 点 是 :4pa 
l, BamH I, EcoR I, Hind UL, Kpn 1, Not L, Sac L, Sal i, Sma l, Spe 1, Xba 1 和 和 Xho io 克隆 
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到 ZAP 表达 载体 中 的 外 源 性 DNA 可 以 通过 环 化 机 制 脱离 噬菌体 载体 而 转变 成 带 有 卡 那 霉 素 
抗 性 的 环 状 pBK-CMV MBA L (phagemid). pBK - CMV 哈 菌 粒 的 结构 见 图 1 - 3。 噬 菌 粒 实际 上 
等 同 于 质粒 ,因为 它 是 通过 噬菌体 环 化 而 来 ,因此 命名 为 噬 菌 粒 。 通 过 环 化 获得 的 噬 菌 粒 , 非 
常 有 利于 基因 克隆 、 扩 增 和 提取 等 分 子 生物 学 操作 。 


连接 子 -引物 
TTTTTTTTTTTTGAGCTC 5' 
信使 RNA 模板 mRNA AANA RAAADIA 3 
| 5- 甲 基 dCTP 
dATP、dGTP、dTTP 
CH, CH, CH, CH, CH, ‘Swi 
合成 第 一 链 y TTTTTTTTTTTTGAGCTC 5' 
s CND A 3 
RNase H 
DNA RAHI 
dNTPs 
CH, CH, CH, CH, CH, 
合成 第 二 链 3 mrrrrrrrrrrraASertc ý 
s CD A AAAAAAAAAAACTCGAG 3' 
EcoRI 接头 子 
T4 DNA 连接 酶 
EcoRI Xhol EcoRI 
添加 接头 3 3, 5-methy SMD ITITITTTITTTGAGCTC...CTTAA 5' 
5! AATTC... JAAAAAAAAAAAACTCGAG...G a 
Xho 1 限制 酶 
EcoR! CH, CH, CH, CH, CH Xhol 
Xhol 消化 3" G. er s 
5 AATTC..! AAAAAAAAAAAAC 3° 
WH cDNA 


图 1-1 cDNA 合成 流程 图 
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图 1-2 ZAP RARE 
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图 1-3 pBK- CMV 哗 菌 粒 的 结构 


第 二 节 cDNA 文库 构建 的 具体 操作 步骤 


mRNA 的 质 和 量 是 构建 高 质量 cDNA 文库 的 关键 。 建 议 使 用 公司 生产 的 总 RNA 提取 试剂 
6. 
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AR mRNA 纯化 试剂 盒 提取 总 RNA 和 纯化 mRNA。 
一 、cDNA 第 一 链 的 合成 


1, 准备 42 TAH, 

2. 冰 上 融化 放射 性 同位 素 [a - 3P]dNTP( 不 要 使 用 [a - 2P]jdCTP) 和 除 酶 以 外 的 第 -~- 链 合 
RREN. AUKATE 6 步 和 第 二 链 合成 。 非 酶 管 短暂 震 蕊 并 离心 , 置 于 冰 上 。 

3. 第 一 链 合成 反应 的 终 体积 为 50 pL :所 加 反应 试剂 和 酶 的 体积 为 12.5 pL; 所 加 mRNA 
和 DEPC 处 理 水 的 体积 为 37.5 pL。 

4. 按 次 序 在 离心 管 中 加 入 下 列 成 分 : 


10 倍 第 一 链 缓冲 液 Spl 
第 一 链 甲 基 化 脱氧 核 其 酸 混合 物 3 pL 
逆转 录 引 物 (1.4 pg/ uL) 2 pL 
RNA 酶 抑制 剂 (40 U/ pL) lgl 
DEPC 处 理 水 X pL 


5. 混合 上 述 反应 物 ,再 加 和 人 PE poly(A)* RNA(5 ug) BERA. 

6. 室温 下 使 引物 和 mRNA 模板 结合 10 min。 取 0.5 pL La- 2P]dNTP(800 Ci/mmol) SAK 
一 对 照管 中 。 

7. 在 第 一 链 反 应 管 中 加 入 1.5 pL StrataScript HPE RESO U/ pL)。 使 第 一 链 的 反应 终 体 
积 达 到 50 pL。 

8. 轻 轻 混合 并 离心 。 

9. 转移 第 一 链 反应 混合 物 5 pL 到 含有 0.5 pL [a- 2P]dNTP(800 Ci/mmol) 的 对 照管 中 。 
此 管 作 为 第 一 链 合成 的 质量 控制 管 。 
10. 42 和 水溶 钥 育 第 一 链 反 应 混合 物 和 质量 控制 管 1 ho 
U. 为 第 二 链 合成 准备 42 THK 
12.1h 后 结束 第 一 链 合成 。 将 含有 非 放射 性 同位 素 的 第 一 链 反 应 管 置 于 冰 上 。 将 含有 放 
射 性 同位 素 的 第 一 链 反应 质量 控制 管 存 于 - 20 °C ,将 用 于 碱 性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 。 


二 、cDNA 第 二 链 的 合成 


. 将 短暂 钥 荡 并 离心 除去 酶 以 后 的 第 二 链 合成 试剂 置 于 冰 上 。 
2. 按 次 序 在 含有 45 pL 非 放射 性 第 一 链 反应 混合 物 的 离心 管 中 加 入 下 列 成 分 ; 


10 倍 第 二 链 缓冲 液 20 pL 

第 二 链 脱 氧 核 葫 酸 混合 物 6 pL 

DEPC 处 理 水 114 pL 

[a ~*P]dNTP(800 Ci/mmol) 2 pL 
3. 在 第 二 链 反应 混合 物 中 加 入 下列 酶 ; 

RNase H (1.5 U/ pL) 2 pL 

DNA polymerase I (9.0 U/ pL) 11 pb 


4, 轻 轻 弹 震 反应 管 并 短暂 离心 ,16 CHE 2.5 h, 不 可 超过 16 C 
5. 第 二 链 反应 结束 后 ,立即 将 反应 管 置 于 冰 上 。 
“a. 
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三 、 补 平 cDNA 链 末 端 


. 在 第 二 链 反应 管 中 加 入 下 列 成 分 : 


脱氧 核 苷 酸 混合 物 23 pL 

克隆 化 的 pfu DNA polymerase (2.5 U/ yL) 2 pL 

快速 弹 震 反应 管 并 短暂 离心 ,72 CHEAT LIL 30 min。 不 可 超过 30 ming 

冰 上 融化 3 M 的 醋酸 钠 。 

反应 结束 后 ,在 反应 管 中 加 入 200 pL 酚 : 握 仿 (1:1) 并 震荡 。 

室温 下 以 最 大 速度 ( 约 12 000 xmin) 离 心 2 min, 将 上 清 转移 至 另 一 个 新 管 中 。 

加 和 人 等 体积 的 氯仿 并 震荡 。 

室温 下 以 最 大 速度 (同上 ) 离 心 2 min, 将 上 清 转移 至 另 一 个 新 管 中 。 

加 入 下 列 成 分 以 沉淀 cDNA: 

3 M 醋酸 钠 23 pL 

100% ZRF 400 pL 

震荡 后 存 于 -20 CHAK. 

.4 和 以 最 大 速度 ( 约 12 000 r/min) 离 心 60 min, 预先 在 离心 管 外 壁 上 标记 出 沉淀 将 出 
位 ,以 免 丢 失 。 

小 心 吸 出 并 丢弃 具有 放射 活性 的 上 清 , 避 免 撑 动 沉淀 。 

加 入 70% 乙 醇 500 pL MELE, HERAT RE. 

. 室温 下 以 最 大 速度 (同上 ) 离 心 2 min, 注 意 按 离心 管 上 标记 的 沉淀 方向 离心 。 

. 吸出 乙醇 ,真空 干燥 。 

. 将 沉淀 溶 于 9 pL EcoR I 接头 中 ,4 CHER 30 mino 

. 转移 1 | 江 第 二 链 反 应 混合 物 到 另 一 新 管 中 , 作 为 第 二 链 反 应 质量 控制 管 。 

碱 性 琼脂 糖 凝 胶 鉴定 第 一 链 和 第 二 链 的 合成 质量 。 

性 琼脂 糖 凝 胶 可 以 用 于 鉴定 合成 的 第 一 链 和 第 二 链 cDNA 的 大 小 范围 。 合 成 的 cDNA 
中 在 1.8 kb 左右 。 由 于 第 二 链 cDNA 合成 时 掺 入 的 [a -”P]dNTP 明显 少 于 第 一 链 , 因 


此 ,第 二 链 的 放射 强度 仅 为 第 一 链 的 1/10 ~ 1/20( 图 1-4)。 


第 一 链 第 二 链 


~ 


1.8kb— 


图 1-4 合成 的 第 一 链 和 第 二 链 cDNA 的 大 小 范围 
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四 、EcoR I 接头 的 连接 
1. 在 合 有 平 端 cDNA 和 EcoR I 接头 的 管 中 加 入 下 列 成 分 : 


10 倍 连接 缓冲 液 lpk 
10 mM YATP 1 pL 
T4 DNA 连接 酶 1 pL 


.短暂 离心 ,8 CHAIRR 4 CHER 2 do 
.将 反应 管 置 于 70 乞 加 热 灭 活 连接 酶 30 min, 


五 、EcoR 1 末端 的 磷酸 化 
. 将 上 述 反 应 管 短暂 离心 2 s, 室 温 下 冷却 反应 管 $5 min, 


wn 


2, 在 反应 符 中 加 入 下 列 成 分 ,用 以 磷酸 化 接头 末端 

10 倍 连接 酶 缓冲 液 1 pL 

10 mM YATP 2pL 

REK 5 pL 

14 SRT 2 pL 
3. 37 CHER 30 min. 
4. 70 CHAR TKS 30 min, 
5, 短暂 离心 2 s, 平 衡 至 室温 5 min, 

A, Xho 1 切 

1. FERRE PMLA BSR: 

Xho 1 缓冲 液 28 pL 

Xho I (40 U/ pL) 3 pL 
2. 37 CHH 1.5 bo 
3. 在 反应 管 中 加 入 5 pL 10 倍 的 STE 缓冲 液 和 125 pL 的 100% 乙 醇 。 
4. -20 和 沉淀 反应 物 。 
5. 沉淀 后 以 最 大 速度 ( 约 12 000 r/min) 在 4 和 离心 60 ming 
6. 弃 去 上 清 , 彻 底 干 燥 沉 淀 ,将 沉淀 溶 于 14 pL 工 倍 的 STE 缓冲 液 中 。 
7. 加 入 3.5 上 已 柱 上 样 染料 缓冲 液 。 此 时 样品 即 可 用 于 过 Sepharose CL- 2B 胶 分 离 柱 。 


七 、 过 柱 分 离 cDNA 
准备 分 离 柱 和 尝 脱 cDNA 应 在 一 天 内 完成 。 
{ 一 ) 组 装 分 离 柱 
1. 组 装 柱 前 的 准备 工作 : 


COMA 4 和气 冰 箱 中 取出 Sepharose CL - 2B 分 离 胶 和 10 售 的 STE 缓冲 液 ,平衡 至 室温 。 
(2) 用 无 菌 水 按 1:10 比例 稀释 10 倍 的 STE 缓冲 液 ,配制 1 倍 的 STE 缓冲 液 50 mL. 


2. 按 下列 步 又 组 装 分 离 柱 (图 1 - 5 所 示 为 组 装 后 的 分 离 柱 ): 
(1) 取 出 塑料 包装 袋 中 无 菌 的 1 mL 刻度 管 。 注 意 戴 手 套 操作 。 


(2) 用 无 菌 的 细 长 银子 夹 一 棉 塞 插 人 刻度 答 的 尖端 部 , 棉 塞 长 约 3 ~4 mm。 
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(3) 剪 一 大 小 合适 的 塑料 管 连接 1 mL 刻度 管 和 10 mL 注射 器 。 连接 好 后 ,在 刻度 管 和 注 
射 器 之 间 应 无 颖 辽 。 

(4) 除 去 注射 器 的 内 芯 ,注射器 的 功能 是 储存 洗 脱 缓冲 液 。 

3. 将 组 装 好 的 分 离 柱 固定 于 支架 上 。 

(二 ) 填 充分 离 胶 

1, 按 下 列 步骤 将 Sepharose CL - 2B 分 离 胶 加 入 分 离 柱 内 。 

(1) 轻 轻 混 匀 Sepharose CL- 2B 分 离 胶 。 

(2) 用 玻璃 吸管 吸 2 mL 1 倍 的 STE 缓冲 液 , 尽 可 能 深 地 插入 到 分 离 管 中 , 加 入 缓冲 液 , 注 
意 避 免 气泡 产生 。 

(3) 用 玻璃 吸管 迅速 将 均一 的 Sepharose CL- 2B 分 离 胶 加 入 至 分 离 管 中 , 玻 璃 吸管 尽 可 能 
深 地 插入 到 分 离 管 中 。 重 复 加 入 分 离 胶 ,直至 分 离 胶 表面 高 度 至 刻度 管 和 注射 器 连接 处 下 端 
1/4 英寸 处 。 此 过 程 中 注意 避免 气泡 产生 。 

2. 用 至 少 10 mL 1 倍 的 STE 缓冲 液 洗 柱 。 大 约 需要 2 h 完成 洗 柱 步骤 。 

3. 当 分 离 胺 表面 还 剩 约 50 pL STE 缓冲 液 时 ,快速 加 入 cDNA 样品 至 分 离 胶 表面 。 

4.cDNA 样品 进入 分 离 胶 后 ,立即 沿 注射 器 内 壁 加 入 3 mL 1 倍 STE 缓冲 液 洗 柱 。 

5. 随 着 cDNA 的 洗 脱 ,染料 在 分 离 柱 中 逐渐 弥散 下 移 。 


注射 器 (10-mL) 一 一 一 > È 


连接 管 (8mm) 


BRM (1-mL) 一 


图 1-5 组 装 后 的 分 离 柱 
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(三 ) 收 集 分 离 的 cDNA 样品 


Sepharose CL - 2B 分 离 胶 可 按 分 子 量 的 大 小 分 离 cDNA。 分 子 量 大 的 cDNA 先 流出 ,然后 
是 较 小 的 cDNA ,最 后 是 游离 的 核 苷 酸 。 用 便携 式 的 同位 素 计 数 仪 ,在 洗 脱 过 程 中 一 般 可 以 检 
测 到 二 个 放射 活性 峰 。 第 一 个 洗 脱 峰 代表 cDNA。 第 二 个 洗 脱 峰 代表 未 挫 和 人 的 有 放射 性 的 核 
FM. 

1. 当 染 料 的 前 缘 到 达 分 离 管 0.4 mL 刻度 时 开始 收集 cDNA。 为 了 获得 长 度 在 400 bp 以 
上 的 cDNA, 需 共 收 集 12 管 ,每 管 3 滴 ( 约 100 pL). 

2, 从 每 一 收集 管 中 吸 出 8 pI, 进行 5% 非 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 析 ( 图 1 - 6) ,以 确定 哪 几 
个 收集 管 中 的 cDNA 用 于 连接 反应 。 一 般 选 取 含 有 平均 cDNA 长 度 较 长 的 几 个 收集 管 合 在 一 
起 ,用 于 下 面 的 纯化 和 连接 反应 (如 图 1-6 中 的 2.3 和 4 管 )。 


2.3 kb— | 


es Š 
cDNA 的 大 小 


图 1-6 5% 非 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 析 各 收集 管 中 


(四 ) 纯 化 分 离 出 来 的 cDNA 

酚 - 氯仿 抽 提 ,乙醇 沉淀 ,回收 cDNA。 本 步骤 主要 目的 是 除去 混杂 在 CDNA 中 的 蛋白 质 ， 
尤其 是 激酶 。 

1. 在 cDNA 管 中 加 入 等 体积 的 酚 - 氯仿 (1:1,VXV)。 

2. 震荡 ,室温 下 离心 2 min。 转 移 上 层 水 相 至 另 一 新 离心 管 中 。 

3. 加 入 等 体积 的 氯仿 。 

4. 震荡 ,室温 下 离心 2 min。 转 移 上 层 水 相 至 另 一 新 离心 管 中 。 

5. 加 入 2 倍 体积 的 100% 乙 醇 。 

6. - 20 沉淀 过 夜 。 

7. 4 以 最 大 速度 ( 约 12 000 r/min) 离心 60 min。 转 移 上 清 至 另 一 管 中 。 为 了 确保 cD- 

oat < 
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NA 被 完全 回收 ,用 便携 式 的 同位 素 计数 仪 检测 沉淀 的 放射 活性 。 如 果 上 清 的 放射 活性 很 高 ， 
则 需 重复 离心 。 否 则 弃 去 上 清 。 


8. 小 心 用 80% 乙 醇 洗 沉淀 。 不 可 震荡 ! 按 沉淀 方向 以 最 大 速度 在 室温 下 离心 2 min, 除 
去 乙醇 ,室温 下 干燥 5 min。 

9. 用 便携 式 的 同位 素 计 数 仪 ,进行 每 秒 钟 计数 (CPS)。 如 果 CPS < 30, 将 cDNA 沉淀 溶 于 
3.5 uL 的 水 中 ;如 果 CPS > 30, 则 溶 于 5 pL 的 水 中 。 用 加 样 枪 头 充分 混合 。 

10. 应 用 含有 溴 化 乙 锭 的 琼脂 糖 凝 胶 盘 ,进行 cDNA 的 定量 。 

取 0.5 pL cDNA 样品 和 不 同 稀释 度 的 标准 DNA 样品 点 样 于 含有 溴 化 乙 锭 的 琼脂 糖 凝 胶 
BLE ,在 紫外 光 下 比较 cDNA 样品 和 不 同 稀释 度 的 标准 DNA 样品 亮度 , 即 可 以 比较 准确 地 对 
cDNA 样品 进行 定量 , 见 图 1 - 7。 图 中 所 示 的 cDNA 样品 含量 大 于 200 ng/ pL. 


ng/pL 


— 200 


— 150 


— 100 


— 75 


cDNA 一 一， 
样品 


图 1-7 cDNA 的 定量 


N, cDNA 与 ZAP 表达 载体 的 连接 


1. 按 次 序 在 连接 管 中 加 入 下 列 成 分 : 
溶 好 的 cDNA (100 ng) X pL 
10 倍 的 连接 酶 缓冲 液 0.5 pL 
10 mM 的 YATP (pH 7.5) 0.5 pL 
ZAP 表达 载体 (1 pg / uL) 1.0 pL 
加 水 至 终 体积 4.5 pL 


最 后 加 入 0.5 uL 的 T4 DNA 连接 酶 (4 U/ pL)。 
.4 CH 12h #2d. 
3. 连接 反应 结束 后 , 即 可 用 于 包装 。 
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九 、 准 备 宿主 菌 


1. 从 含有 KL - Blue MRT 菌株 的 甘油 保存 管 中 , 用 涂 菌 环 蓝 取 少许 菌 液 , 划 含 有 四 环 素 


的 琼脂 盘 。37 已 培 养 过 夜 。 


2. 挑 单 菌落 ,加 入 适量 的 培养 液 中 。 培 养 液 中 加 入 10 mM MegS0. 和 0.2% 32 SHR. 


3.3 


长 4~6 h( 生 长 不 要 超过 Opeo = 1)。 


4. 菌 液 于 室温 500 g 离心 10 min, HALA. 


5. H 


体积 的 10 mM MgSO. HERMA 


6. 用 10 mM MgSOs 稀 释 细 菌 ,使 其 Op 为 0.5。 细 菌 保存 在 从 上 ,应 在 数 小 时 之 内 使 用 . 


十 、 


6. 
7. 


8 


1. 
2. 
3. 
4. 
5. 


室温 (22 CA 2h, WA 


应 用 Gigapack IE Goid 包装 蛋白 包装 含有 cDNA 的 ZAP 重组 载体 


从 -80 CC 冰箱 中 取出 包装 蛋白 管 , 置 半 干冰 上 。 
和 包装 蛋白 管 管 于 手指 中 间 A 
取 1~4 pl 连接 反应 物 加 入 包装 蛋白 中 。 

用 加 样 枪 头 快 速 混 匀 ,并 避 


免 气泡 产生 。 


HIT 2 he 


加 500 pI 的 SMC 试剂 盒 提 
. 加 20 pL 的 氯仿 , 轻 轻 混 匀 。 
9. 


供 ) 缓 冲 液 。 


10. 上 清 即 含有 噬菌体 。 可 以 保存 于 4 所 冰箱 中 。 


1. 准备 宿主 菌 。 


to Me RRR 


2. 按 下 列 方法 用 SM 缓冲 液 稀释 噬菌体 :进行 原始 库容 量 测定 时 , 取 1 pL 噬菌体 加 到 
200 pL 宿主 菌 中 (用 10 mM MgS0s 稀 释 , 使 其 ODm 为 0.5) ;进行 扩 增 库容 量 测定 时 , 按 下 列 比例 
稀释 哄 菌 体 :1:10 000, 1:100 000, 1:1 000 000。 各 取 1 yl 稀释 后 的 吹 菌 体 加 到 200 pL M ER 
中 (用 10 mM MgSOs 稀 释 , 使 其 ODew 为 0.5)。 


3. 
4. 


5. 


长 出 。 


6. 


37 CRA MAARRE 15 min, ERER TAR E o 


2~3 ml, NZY .上层 琼脂 (融化 ,冷却 至 48 C) 

15 yl, IPTG(0.5 M) 

50 pL. X ~ gal(250 mg/ml.) 

混 色 后 迅速 铺 NZY SEBEL. 10 min Fata SAGE 37 CORA 6 ~ 8 h T ALOE BBE 


520 HES TS ES BA SE 
噬 菌 斑 的 10- 100 o 


原始 库 不 稳定 ,因此 ,应 尽快 扩 增 原始 库 后 再 保存 。 


十 二 、 原 始 库 的 扩 增 


通过 扩 增 ZAP 表达 原始 cDNA 文库 ,可 以 获得 大 量 而 稳定 的 cDNA 文库 。 最 好 不 要 进行 
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多 次 扩 增 ,否则 将 会 丢失 生长 较 慢 的 克隆 。 
第 一 天 : 
1 .准备 宿主 菌 。 


2. 用 10 mM MgS0s 稀 释 宿 主 获 ,使 其 0Deo 为 0.5。 细 菌 保 存在 冰 上 ,每 个 150 m HE) 
盘 使 用 宿主 苦 600 pL。 

3. 根据 原始 库容 量 的 大 小 ,将 包装 混合 物 分 成 若干 份 ,使 每 份 含有 5 x 10' 个 噬 菌 斑 。 将 
每 ~- 份 与 600 pL 的 宿主 菌 混合 。 如 要 扩 增 1 x 10 个 噬 菌 兽 , 需 将 原始 库 分 成 20 等 份 ,每 份 仿 
A 5x 10'S BE, HH 20 A 150 mm NZY 琼脂 盘 。 

注意 :每 份 包装 混合 物 的 体积 不 可 超过 300 pL/600 pL 宿主 菌 。 

4.37 CHAR AER RAY 15 min。 

5. 将 6.5 mL NZY 上 层 琼脂 (融化 ,冷却 至 48 C) SLR AE , PT 150 mm NZY 
琼脂 盘 上 。 

6.NZY 上 层 琼脂 凝固 后 ,倒置 于 37 CHER 6 ~ 8 ho 

7. 向 盘 内 加 入 8 ~ 10 mL 的 SM 缓冲 液 。 保 存在 4 民 ,并 在 播 床上 轻 轻 播 见 ,使 噬菌体 弥 
散 至 SM 缓冲 液 中 。 

第 三 天 : 

8. 从 每 个 盘 中 加 收 其 浮 液 ,合并 在 另 一 无 菌 的 离心 管 中 。 每 个 盘 再 用 2 mL 的 SM 缓冲 液 
冲洗 ,一 并 转 入 上 述 离心 管 中 。 加 入 SOR. HARE 15 min。 

9. 以 500g 离心 10 min, 以 除去 细菌 残渣。 

10. 回收 并 转移 上 清 至 另 一 无 菌 离心 管 中 。 如 果 上 清 浑浊 或 含有 较 多 的 细 苗 , 则 重复 离 
心 。 如 时下 清 清亮 , 则 加 入 0.39 SU HERTA 气 。 最 好 将 扩 增 库 分 成 若干 份 ,加 入 7% 
DMSO ,可 长 期 保存 于 -80 T. 

U. 用 宿主 菌 和 不 同 稀释 度 的 扩 增 库 , 测 定 扩 增 库 的 容量 。 扩 增 库 的 容量 应 为 10 ~ 10" 
MABE AE/mLe 

计算 公式 如 下 : 


aE a x 1.000 pL/mL 


注 :构建 cDNA 文库 ,除了 本 文 介绍 的 方法 外 ,还 有 其 他 方法 ,读者 可 自行 选择 。 
(HEA) 


.14- 


0 $s 
差 减 杂交 法 和 差 减 文件 的 构建 


内 容 提 要 


差 减 杂 交 法 是 基于 DNA 分 子 的 序列 差异 或 mRNA(cDNA) 分 子 的 拷贝 数 差异 通过 分 子 
杂交 过 程 分 离 出 差异 性 的 DNA 或 cDNA 片段 ， 它 是 一 种 原理 简单 ,然而 实用 有 效 的 分 离 相 
关 基因 的 方法 ,特别 适用 于 一 般 实验 宣 的 基础 性 研究 。 虽 然 它 的 操作 相对 复杂 ,但 它 从 二 
三 十 年 前 最 初 综 试 直到 现在 还 在 不 断 改进 和 广泛 采用 ,是 分 子 生 物 学 技术 长 期 发 展 的 见证 
之 一 。 本 章 主要 介绍 了 各 种 常用 的 差 减 杂 交 法 的 基本 特点 和 大 致 流程 包括 差 减 文库 的 构 
建 ,并 附 有 两 种 主要 方法 的 范例 。 


差 减 杂交 法 是 目前 广泛 应 用 于 差异 性 基因 分 离 和 鉴定 的 方法 之 一 。 简 单 地 讲 , 差 减 杂交 
法 是 基于 不 同样 品 间 特定 核酸 序列 (基因 组 DNA 或 mRNA) 在 数量 (等 位 基因 数目 或 拷贝 数 或 
表达 量 ) 上 的 差异 ,通过 分 子 间 的 同 源 性 杂交 将 存在 数量 差异 性 的 序列 分 离 出 来 。 从 研究 对 象 
和 使 用 的 基本 材料 来 看 ,大 致 可 以 分 为 两 类 , 即 基因 组 差 减 杂交 法 和 mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 
法 。 基 因 组 差 减 杂 交 法 使 用 基因 组 DNA 作为 研究 对 象 和 实验 材料 ,主要 应 用 于 肿瘤 特异 性 缺 
失 片段 的 筛选 和 各 种 遗传 性 疾病 的 家 系 研究 以 及 进化 生物 学 的 研究 ;mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 
法 则 以 基因 转录 产物 mRNA 或 其 逆转 录 产 物 cDNA 作为 研究 对 象 和 实验 材料 ,是 最 早 开发 和 
应 用 于 基因 表达 差异 分 析 的 经 典 方法 之 一 ,已 经 和 正在 广泛 应 用 于 包括 生物 学 和 医学 的 各 个 
领域 。 


第 一 节 ”基因 组 差 减 杂 交 法 


遗传 学 上 的 多 样 性 决定 了 每 个 个 体 间 在 基因 组 序列 上 的 差异 性 ( 同 卵 双生 除外 ), 同 时 也 
决定 了 个 体 间 在 生物 学 特性 上 的 差异 。 这 种 差异 性 的 分 子 本 质 即 遗传 物质 的 基础 一 直 就 是 科 
学 研究 所 关注 的 焦点 ,如 已 知 各 种 肿瘤 发 生 中 伴随 的 基因 组 DNA 缺失 或 易 位 ,可 传递 性 外 源 
遗传 物质 所 介 导 的 各 种 生物 毒性 和 抗 性 等 。 基 因 组 差 减 杂 交 法 提供 了 一 种 分 析 类 似 问 题 的 实 
用 工具 。 简 单 地 讲 , 其 基本 操作 就 是 将 不 同 来 源 的 基因 组 DNA 用 特定 的 限制 性 内 切 酶 进行 消 
化 (通常 使 用 识别 四 位 点 的 酶 切 ,可 以 酶 切 得 更 完全 和 形成 相对 短 的 片段 以 利于 完全 的 杂交 反 
应 ) ,其 中 一 种 样品 来 源 的 DNA 过 量 并 进行 生物 素 标记 ,将 两 种 样品 混合 杂交 ,一 起 变性 和 复 
性 ,然后 通过 生物 素 和 亲 和 素 亲 和 性 结合 的 特点 ,去 除 生物 素 标记 样品 来 源 的 DNA 以 及 杂交 
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双 链 ,剩余 的 DNA 中 加 入 新 的 过 量 的 并 标记 的 异 源 DNA 样品 ,重复 进行 几 次 杂交 反应 ,达到 
最 大 限度 地 驱除 两 者 共有 序列 的 县 的 ,最 后 得 到 的 单一 样品 来 源 的 双 链 DNA, 并 通过 特异 性 
的 酶 切 末端 连 人 适当 的 载体 构建 差 减 文库 ,进行 进一步 的 鉴定 。 鉴 定 的 方法 包括 以 标记 的 不 
同样 品 来 源 的 原始 DNA 为 探 针 ,对 差 减 文库 进行 菌落 原 位 杂交 或 斑点 杂交 ,或 者 以 差 减 文库 
的 DNA 片段 作为 探 针 , 对 不 同样 品 来 源 的 原始 DNA 进行 Southem 杂交 或 细胞 和 组 织 原 位 杂 
交 , 然 后 进行 序列 分 析 ( 简 单 的 操作 流程 见 图 2- 1) 。 


样品 A 基因 组 DNA 样品 B 綦 因 组 DRA 


l 
Mobik & 


标记 生物 案 Mobl 消化 


Li 


iil 


以 10:1 或 更 高 的 比例 混合 后 进行 杂交 


l 


借助 链 霉 亲 合 素 ~ 生物 家 结合 去 除 标记 的 DNA 
(YER SERRE 


! 


ZED RA A ST LR AEA ASA EIR 
〈 如 BamHT) HEREA 


四 2 - 1 基因 组 DNA 差 减 杂交 操作 流程 示意 图 


在 形态 学 检查 中 不 能 分 辩 的 染色 体 或 DNA 变异 性 ,通过 控制 杂交 条 件 ,可 以 分 离 出 那些 
存在 细微 变化 的 染色 体 片段 或 基因 序列 。 本 方法 的 缺点 是 工作 量 大 ,技术 要 求 高 ,同时 需要 大 
量 的 DNA 样品 ,对 于 取材 困难 和 来 源 少 的 一 些 病理 组 织 , 对 实验 设计 和 实际 操作 的 要 求 就 更 
高 -- 些 。 经 过 不 断 的 改进 和 其 他 新 方法 的 引 和 人 ,基因 组 差 减 杂交 法 将 会 越 来 越 成 熟 并 得 到 更 
广泛 的 应 用 。 


第 二 节 mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 法 


mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 法 的 分 析 对 象 则 是 基因 的 活性 表达 形式 即 信使 RNA(mRNA) 以 

及 其 体外 加 工 形式 (cDNA)。 由 于 任何 基因 功能 的 体现 都 是 以 其 激活 表达 为 前 提 的 ,因此 了 解 

各 种 基因 的 时 序 性 或 区 域 性 的 特异 性 激活 表达 成 为 开启 生命 奥秘 的 钥匙 ,这 也 是 目前 基因 研 

究 中 最 重要 和 时 刻 面临 的 问题 。mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 法 的 最 初 设想 来 源 于 对 生物 发 育 过 
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程 的 兴趣 。 在 正常 发 育 的 不 同 阶段 ,细胞 有 序 地 关闭 或 启动 不 同 的 基因 表达 活性 ,利用 不 同 发 
育 时 期 的 生物 材料 进行 差 减 杂交 以 找到 那些 程序 性 表达 的 基因 成 为 发 育 生 物 学 家 们 必须 解决 
的 方法 学 难题 。 最 原始 的 差 减 杂交 法 是 将 一 种 材料 的 单 链 cDNA 与 过 量 的 另 一 材料 来 源 的 
mRNA 进行 杂交 ,然后 去 除 杂交 双 链 和 mRNA, 留 下 未 杂交 的 cDNA, 进一步 合成 双 链 cDNA ,并 
进行 克隆 和 序列 分 析 , 从 而 了 解 发 育 过 程 中 基因 表达 变化 的 情况 。 由 十 通常 情况 下 许多 生物 
学 特性 取决 于 各 种 基因 表达 水 平 变化 的 协同 作用 ,针对 单一 基因 变化 的 研究 就 显 出 很 大 的 局 
限 性 ,只 有 全 面 掌 握 各 种 基因 的 不 同 变化 其 至 是 动态 变化 ,对 于 了 解 基因 型 和 表 型 的 事 动 关系 
尤为 重要 ,而 mRNA 或 cDNA 差 减 杂交 法 正 是 这 样 一 种 有 益 的 工具 。 正 因 如 此 ,采用 这 一 方法 
取得 的 研究 结果 也 越 来 越 多 地 出 现在 各 种 专业 杂志 上 。 和 所 有 其 他 方法 一 样 , 差 减 杂 交 法 从 
最 初 的 尝试 到 成 为 常用 的 研究 工具 经 历 了 一 个 不 断 改 进 的 过 程 。 改 进 的 重点 在 于 如 何 提高 差 
减 的 效率 以 及 方法 学 的 简易 性 , 从 开始 采用 简单 的 柱 层 析 到 现在 越 来 越 多 使 用 的 抑制 性 差 减 
杂交 (Suppression Subtractive Hybridization，SSH) 。 其 他 领域 的 方法 引入 也 起 到 了 有 力 的 推动 作 
用 。 实 际 上 许多 过 去 使 用 过 的 方法 经 过 适当 的 改进 自前 仍然 在 不 同 的 实验 室 采用 。 所 有 方法 
各 有 优 劣 ,不 同 的 研究 者 有 不 同 的 取 含 方式。 下面 就 按照 差 减 杂交 法 大 致 的 发 展 历程 介绍 几 
种 常用 的 方法 。 


一 、 产 基础 灰 石 (HAP) 桩 层 析 法 


这 是 最 早 运用 于 cDNA 差 减 杂交 的 技术 手段 。 它 利用 羟基 础 灰 石 吸附 双 链 核酸 分 子 而 滤 
过 单 链 分 子 的 特点 ,将 单 链 和 双 链 分 子 分 离 。 对 于 mRNA 和 cDNA 间 的 异 源 杂 交 分 子 ,杂交 双 
方 的 分 子 形式 均 为 单 链 mRNA AERE cDNA ,经 过 变性 和 复 性 的 杂交 过 程 之 后 , 双 链 的 异 源 杂 
交 分 子 与 剩余 的 单 链 分 子 经 过 柱 层 析 分 离开 来 。mRNA 以 碳水 解 或 酶 消化 去 除 , 经 过 几 次 重 
复杂 交 和 分 离 之 后 ,最 后 镜 余 的 单 链 cDNA 分 子 即 为 差异 性 的 基因 表达 产物 (简单 的 操作 流程 
见 图 2- 2)。 这 一 方法 原理 非常 简单 ,实验 耗费 低 ,普通 的 实验 室 即 有 条 件 实施 。 其 缺点 在 于 
操作 中 需要 大 量 的 材料 (mRNA 及 合成 的 单 链 CDNA) mRNA 分 子 的 不 稳定 性 决定 了 操作 过 程 
必须 目 常 小 心 严 格 ,难度 较 大 。 这 是 早期 的 差 减 杂交 法 ,限于 技术 局 限 所 通常 采用 的 手段 ,但 
是 对 十 经 费 相对 缺乏 的 实验 室 只 要 规范 操作 ,该 方法 仍 值得 尝试 。 现 在 有 一 种 更 新 的 方法 是 
以 各 种 固 相 载 体 如 琼脂 糖 颗 粒 或 磁 珠 共 价 结合 窒 核 并 酸 引物 [oligo(dT)] ,通过 逆转 录 将 单 链 
cDNA 固定 在 固 相 载体 上 ,以 这 一 载体 作为 Driver 与 男 一 样品 来 源 的 mRNA(Tester) 反 复 进行 杂 
交 和 洗 脱 ,达到 去 除 双方 共有 的 基因 片段 的 目的 。 剩 余 的 mRNA 通过 逆转 录 合 成 cDNA, 插 入 
适当 的 载体 构建 差 碱 文库 ,进行 进一步 的 鉴定 和 序列 分 析 。 由 于 固 相 载体 结合 的 Driver cDNA 
可 以 重复 利用 ,使 操作 更 为 方便 ,同时 也 能 节省 许多 材料 。 但 是 这 一 方法 同样 是 对 mRNA 进行 
直接 操作 ,技术 要 求 高 ,这 也 是 本 方法 实施 的 困难 之 处 。 


=. AWE - 链 亲 和 素 的 亲 和 分 离 


EOR - 链 亲 和 素 的 亲 和 分 离 足 对 羟基 础 灰 石柱 层 析 法 的 改进 。 它 根据 生物 素 和 亲 和 素 
稳定 结合 的 特点 ,以 生物 素 标记 DNA 双 链 ,然后 通过 亲 和 素 去 除 标记 的 DNA。 生 物 素 标记 大 
致 有 3 种 方式 :@ 生 物 素 标记 的 dUTP 通过 逆转 录 或 PCR PRB A DNA ES OAL AR 
的 生物 素 标 记 的 引物 通过 逆转 录 或 PCR 扩 增 反应 挫 人 DNA 双 链 ;@@ 光 做 生 物 素 通过 强 光照 身 
激活 成 活性 形式 与 碱 基 中 的 伯 胺 基 团 共 价 结合 ,从 而 进行 标记 。 亲 和 素 标记 链 的 分 离 则 用 最 
简单 的 酚 抽 提 法 , 亲 和 素 柱 层 析 法 和 末 和 素 磁 珠 法 。 体 外 合成 标记 和 亲 和 分 离 的 简单 操作 流 
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释 ( 简 单 的 操作 流程 见 图 2- 3) 为 :两 种 (组 ) 不 同 来 源 的 样品 总 RNA 或 mRNA( 通 常 分 别 命名 
为 Tester 和 Driver) 经 过 逆转 录 合 成 cDNA 第 一 条 链 和 互补 双 链 ,末端 补 平 或 限制 性 内 切 酶 处 理 
后 连接 上 不 同 的 接头 (Adaptor) ,通过 生物 素 标 记 引 物 进行 扩 增 反应 或 使 用 光敏 生 物 索 直接 进 
行 光学 交 联 对 其 中 的 Driver cDNA 进行 标记 。 将 过 量 的 标记 Driver cDNA 和 适量 的 Tester cDNA 
(10:1 或 页 高 的 比例 ) 混 合 进行 杂交 反应 。 杂 交 产 物 通过 生物 索 - ERRAR H RMR EH 
行 分 离 ( 柱 分 离 或 酚 抽 提 ) 从 而 去 除 Tester cDNA 与 Driver cDNA 中 重复 表达 的 基因 片段 ,分 离 
后 剩余 的 产物 可 以 通过 扩 增 反应 增加 。 一 个 理想 的 差 减 杂交 结果 往往 需要 重复 3 次 或 更 多 次 
的 杂交 过 程 以 达到 足够 高 的 富 集 效率 。 最 后 一 次 杂交 后 的 剩余 产物 经 过 适当 的 酶 切 (Adaptor 
序列 中 的 位 点 ) 后 可 播 人 适当 的 载体 构建 差 减 文库 ,进行 进一步 鉴定 和 序列 分 析 。 这 一 方法 的 
优点 在 于 对 低 丰 度 表 达 的 基因 的 富 集 效 率 极 高 ,同时 可 操作 性 强 ;缺点 在 于 得 到 的 目的 片段 往 
往 较 短 ,同时 差 减 双方 共有 的 片段 会 滥 和 文库 造成 一 定 比例 的 假 阳性 ,需要 进一步 鉴定 和 得 
选 。 


样品 2 mRNA 
SIP 
9 

样品 1 mRNA L 
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mRNA 和 cDNA 泥 合 形 
成 一 些 RNA-cDNA 双 链 


DoDD? 
Daa? 
RNA-cDNA 杂 交 双 和 链 通 过 
HAP 或 biotin-avidin 系 统 去 除 


ae 


GOS 消化 mRNA, 单 链 cDNA 形 成 
(ais 双 链 cDNA, 构 建 差 减 文库 


图 2-2 mRNA- cDNA 差 减 杂 交 法 操作 流 程 示意 图 
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Tester cDNA Driver cDNA 
| 
Rsal 消 化 并 Rsal 消 化 、 加 接头 2 
| 加 接头 “mare 
1 
' 一 一 2 at 
! "e—a 
i Dn ete 
~ -一 


以 1:10 或 低 于 1:10 比 例 温 合用 于 杂交 


l 


: SRGREK - 生物 素 结 合 去 除 标记 的 cDNA 
(A Be Se USE R) 


| 
CANE SE YE BR A BT RAE 
插 人 载体 ， 构 建 差 减 文库 


图 2-3 cDNA 差 减 杂交 操作 流程 示意 用 


[范例 1}eDNA 差 减 杂交 法 分 离 大 局 压力 负荷 型 心肌 肥 摩 相关 基因 。 

1. 大 鼠 压 力 负荷 型 心肌 肥厚 模型 的 建立 :常规 的 腹 主 动脉 缩 窄 法 (具体 操作 见 相关 文献 ， 
此 处 略 )。 

2. 大 鼠 心 肌 细 胞 分 离 :采用 常规 的 循环 灌流 分 离 ( 具 体操 作 兄 相关 文献 ,此 处 略 )。 

3, 实验 组 和 对 照 组 大 鼠 心 股 细胞 RNA 提取 :; 按 常规 方法 (最 好 用 商品 试剂 盒 )。 细 胞 离心 
收集 后 加 0.5 mL Trizol RNA 提取 试剂 直接 匀 浆 ( 枪 头 反复 吹 打 几 次 或 小 号 针头 抽打 几 次 ), 然 
后 加 1/5 体积 的 氯仿 剧烈 振 划 以 充分 混 匀 , 静 置 约 10 min。4 © 12 000 r/min 离心 15 min, RE 
清 吉 等 体积 异 丙 障 , 混 匀 后 苗 置 10 min 4 °C 12 000 r/min 离心 10 min, 志 上 清 吉 1 mL 70% ZF 
REE, A C 12 000 r/min 离心 2 min, RARER LH. BMAF. IM 20 pL DEPC 无 


RNA 酶 水 溶解 (浓度 在 5 ng/ jL 左 右 )。 
4. 合 成 cDNA 第 一 条 链 : 
total RNA 50 pg BE mRNA 1 ~2 pg 24 10 pL 
Oligo(dT) a 10 pM) lgl 
DEPC 无 RNA 酶 水 加 至 总 体积 12 pL 
混 匀 后 , 70 CEHE 5 min, 随 即 置 洒 上 冷却 2 mine 
各 入 :5 x First - Strand Buffer 4 LCRA HEA) 
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0.1 M DTT 2 pl. 
ANTP Mix (10 mM) laL 
AMV Reverse Transcriptase (20 U/ pL) 1 pL 
总 体积 20 pL 


混 匀 后 短暂 离心 ,42 CHAR 1.5 ho 
5. 合 成 cDNA 第 二 条 链 : 


第 一 链 反 应 产物 20 pL 
5x S- Strand Buffer 16 gL 
dNTP Mix (10 mM) 1.6 pL 
DNA Polymerase I 4uL 
DEPC J RNA Bi H,O 38.4 pL 


总 体积 80 pL aE 16 CHAP 2 ho 

6. 加 入 2 pL T4 DNA Polymerase(4 U/ 红 ) , 混 匀 后 16 CHAP 30 min. 

7. 加 入 100 pL 酚 : 氧 仿 : 异 皮 醇 (25:24:1) ,剧烈 振 葛 混 匀 ,4 C 14 000 r/min 离心 10 mino 

8. 将 上 清 移 至 一 支 干 净 的 0.5 mL 离心 管 ,加 入 100 此 氧 仿 : 异 皮 醇 (24:1) ,剧烈 振荡 混 
匀 ,4% 14 000 r/min 离心 10 ming 

9. 取 上 清 加 入 40 pL 4 M NH,OAC 和 300 pL 95% 乙醇 ,剧烈 振 葛 混 匀 后 4 °C 14 000 r/min 
离心 20 min。 弃 上 清 , 加 入 200 pL 70% 乙醇 最 起 沉淀 ,再 14 000 r/min 离心 5 min, 尽 可 能 移 走 
所 有 上 清 。 沉 淀 在 室温 自然 干燥 后 直接 进入 连接 反应 。 

10. cDNA 样品 (包括 实验 组 和 对 照 组 cDNA) 分 别 连 上 特殊 的 接头 (Adaptor) 。 接 头 的 序列 


为 : 
5 CICTIGCTTGAATICGGACT 3’ 
3 AACGAACTTAAGCCIGA ”5'( 有 横 线 者 为 EcoR 工 位 点 ) 
接头 连接 反应 如 下 : 
实验 组 和 对 照 组 cDNA MAKAK 5 pL 
Adaptor (10pM) 2 pL 
5 x Ligation Buffer 2 pL 
T4 DNA Ligase (400 U/ pL ) 1 pL 
总 体积 10 pL 


混 匀 后 短暂 离心 ,16 CHER (12 ~ 20 h) 连 接 。 反 应 结束 后 过 柱 (Sephacryl 400) ,大 于 300 bp 
的 片段 被 收集 ,样品 保存 于 ~ 20 Co 
11. 光 敏 生物 素 标记 : 取 部 分 cDNA( 包 括 实验 组 和 对 照 组 ) 分 别 标 上 生物 素 。 


在 0.5 mL 离心 管 中 加 入 :实验 组 或 对 照 组 cDNA Bel 
光敏 生物 素 (10 pg/ uL) 2 三 
加 灭 菌 水 至 总 体积 50 pL 


将 离心 管 置 于 冰 上 ,1 000 W BRESIT TERS HATH 10 om 处 直接 照射 ,每 次 10 min, 连 续 3 Ko 
标记 产物 以 正 丁 醇 反 复 抽 提 3 次 直至 抽 提 液 无 可 见 红色 。 

12. 杂交 反应 :将 生物 素 标 记 的 实验 组 或 对 照 组 cDNA 与 未 标记 的 对 照 组 或 实验 组 cDNA 
分 别 混合 (比例 大 致 为 生物 素 标记 的 cDNA: 未 标记 的 cDNA = 10:1, cDNA 的 含量 比 ) 进 行 杂 交 。 

在 0.5 mL 离心 管 中 加 入 : 


20. 
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生物 素 标记 的 实验 组 或 对 照 组 cDNA = #950 pL 


未 标记 的 对 照 组 或 实验 组 cDNA #4 20 pL 
10 x 杂交 缓冲 液 8 pL 
加 灭 菌 水 至 总 体积 80 pL 


98 TÈM 2 min ,然后 置 于 68 入 杂交 16 ~ 20 ho 

13. 标 记 cDNA 的 去 除 :杂交 反应 结束 后 加 入 20 pg 链 才 亲 和 素 , 充 分 混 勾 后 置 室温 30 
min, 加 等 体积 ( 约 100 pL): A, HA 3 次 直至 中 间 相 无 明显 沉淀 物 。 上 清 转 入 新 的 0.5 
mL 离心 管 ,加 入 等 体积 异 丙 醇 , 沉 淀 过 夜 。4 C 12 000 r/min 离心 15 min, 去 上 清 , 加 250 pL 
10% 乙醇 悬 起 沉淀 ,12 000 r/min 离心 5 min, 尽 可 能 去 掉 上 清 , 室 温 晾 干 ,加 10 pL 灭 菌 水 溶解 。 

14. PCR 扩 增 :杂交 剩余 的 产物 分 别 以 接头 特异 的 引物 (5'CTCTTGCTTGAATTCCCACT 3 ) 
生 扩 增 。95 所 预 变性 2 min;95 © 30 s;50 C 1 min;72 % 1 min;30 个 循环 。 
15. 重复 差 减 杂交 过 程 :以 上 轮 两 组 杂交 剩余 的 产物 分 别 作为 新 的 实验 组 和 对 照 组 cDNA， 
重复 步骤 11 ~ 14。 一 个 完整 的 差 减 杂交 过 程 需要 4 ~ 5 次 重复 以 达到 最 大 程度 富 集 差异 性 表 
基因 的 效果 。 

16. 差 减 文库 的 构建 : 几 轮 杂交 结束 后 ,最 后 剩余 的 产物 经 PCR 扩 增 , 以 接头 中 含有 的 
EcoR 1 位 点 酶 切 后 连 和 载体 (pBluescript - KS) 构 建 差 减 文库 。 


H 
Ee 


酶 切 反 应 : 
cDNA 10 pL 
10 x 酶 切 缓冲 液 2 pL 
EcoRI laL 
加 灭 菌 水 至 总 体积 20 pL 


37 CHAE 2 h, 加 灭 菌 水 至 100 pL, 然 后 加 100 pL Bs A ARS HR — IK. ED 
ASLAM, 沉淀 过 夜 。4 CT 12 000 r/min 离心 15 min, 去 上 清 加 1 mL 70% CRE 
淀 。 再 12 000 r/min 离心 5 min, 尽 可 能 去 掉 上 清 ,室温 晾 干 ,加 10 pL KAKE o 


连接 反应 ， 
cDNA 酶 切 产物 2 pL 
pBluescript ~ KS( EcoRI 酶 切 并 去 磷酸 化 处 理 )(0.1 pg/ pL) lgl 
5 x Ligation Buffer 2 pL 
KAK 4 yl 
T4 DNA Ligase (400 U/ pL ) 1p 
总 体积 10 pL 


混 匀 后 短暂 离心 ,16 CHR (12 ~ 20 由 连接 。 

连接 产物 转化 100 上 感受 态 细菌 (JM109) 建 立 差 减 文库 ,同时 以 实验 组 和 对 照 组 标记 的 
cDNA 作为 探 针 与 差 减 文库 进行 菌落 原 位 杂交 和 斑点 杂交 , 挑选 出 差异 性 的 克隆 ,并 进一步 以 
挑选 出 的 差异 性 克隆 片段 为 探 针 对 原始 的 样品 RNA 进行 Northem Blot， 以 确证 这 些 差异 性 基 
因 。 随 后 可 以 进行 序列 分 析 和 功能 分 析 。 由 于 差 减 杂交 法 只 是 富 集 在 未 标记 样品 中 的 上 调 表 
达 基因 ,通过 改变 样品 标记 的 顺序 即 辕 时 进行 两 套 杂 交 就 可 以 鉴定 出 相应 的 下 调 表达 的 基因 ， 
至 此 ,一 个 完整 的 差 减 杂交 过 程 就 完成 了 。 

本 方法 引入 了 PCR 扩 增 模板 技术 ,减少 了 对 样本 量 的 限制 ,同时 多 轮 杂 交 提高 了 差异 性 
基因 的 富 集 效率 。 但 是 PCR 反应 的 固有 缺点 即 优 先 扩 增 小 片段 的 趋势 使 得 最 后 得 到 的 大 都 
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是 小 的 片段 ,同时 引物 二 聚 体 的 产生 也 会 干扰 多 轮 次 PCR 反应 的 效率 。 
三 、 基 于 PCR 反应 的 差 减 杂交 法 或 抑制 性 差 减 杂交 (SSH) 

这 是 目前 比较 常用 的 差 减 杂交 法 , 它 利用 了 PCR 反应 的 特点 ,首先 达到 扩 增 样品 的 目的 ， 
同时 通过 引物 序列 的 结构 特点 对 PCR 反应 的 效率 进行 调控 。 简 单 的 操作 流程 (图 2 - 4) 为 :两 
种 (组 ) 不 同 来 源 样品 的 总 RNA 或 mRNA 经 过 逆转 录 会 成 cDNA 第 一 条 链 和 互补 双 链 ,经 限制 
性 内 切 酶 Ra I(4 碱 基 识 别 位 点 ) 处 理 形成 平 末 端的 小 片段 。 其 中 一 种 (组 ) 样 品 (通常 是 
Tester cDNA) 连 按 上 不 同 的 特殊 接头 (Adaptorl 和 Adaptor2) ,分 别 与 过 量 的 Driver cDNA 混合 进 
行 第 一 轮 杂 交 ,随后 将 两 组 第 一 轮 杂 交 产 物 混合 进行 第 二 轮 杂 交 。 两 轮 杂 交 后 的 产物 直接 进 
行 PCR 扩 增 反应 。 由 于 接头 序列 的 特殊 性 , 同 种 接头 之 间 可 以 互补 结合 形成 类 似 锅 柄 的 结 
构 , 使 PCR 反应 的 效率 得 到 极 大 的 捉 制 , 同 源 性 结合 的 双 链 不 能 有 效 扩 增 。 单 一 接头 的 双 链 
能 以 一 条 链 作为 模板 进行 倍数 增长 ;无 接头 的 双 链 不 能 扩 增 ,而 带 有 不 同 接头 的 异 源 双 链 通 过 
两 种 接头 间 不 同 的 部 分 序列 为 引物 就 可 以 克服 这 种 抑制 性 效应 ,从 而 能 正常 地 以 指数 增长 ,这 
就 是 抑制 性 差 减 杂 交 的 关键 部 分 。 两 份 Tester cDNA 经 过 过 量 Driver cDNA 在 第 一 步 杂交 反应 
中 第 选 后 ,差异 性 表达 的 基因 将 更 多 以 单 链 形式 在 第 二 步 杂 交 反 应 中 形成 异 源 双 链 ,而 拧 制 性 
PCR 反应 的 特异 性 扩 增 使 得 这 部 分 异 源 双 链 得 到 富 集 , 然 后 就 可 以 建立 差 减 文库 ,同时 进行 进 
一 步 鉴定 和 序列 分 析 。 


Tester cDNA Driver cDNA Tester cDNA 


Rsa 
Rsal 消 化 加 接着 1 | sant | Rsal 消 化 加 接着 2 
混合 杂交 混合 杂交 
一 一 一 一 
一 一 — S 
m — e 
六 混合 继续 杂交 
| 4 TES 
2 =_————s m5 <m 


3 -一 一 一 一 二 一 人 6 


俯 接头 1 和 接头 2 特异 性 引物 进行 PCR 扩 增 。 仅 1 型 异 源 
双 链 能 扩 增 并 以 指数 增长 ， 其 余 型 由 于 同 源 引 物 间 形 
BUSCA, PCR IES BHM i. 


PARK, HBR. 


图 2-4 抑制 性 差 减 杂 交 操 作 流程 示意 图 
222. 
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[范例 2] 应 用 Clontech PCR - Select™ cDNA Subtraction Kit 进行 差 减 杂交 。 

1. RNA 分 离 : 

按 常 规 方法 。 细 胞 培养 物 离心 收集 后 加 Trizol RNA 提取 试 齐 (1 mL Trizol/100 mm Plate) É 
接 勾 浆 (用 枪 头 反 复 吹 打 几 次 或 小 号 针头 抽打 几 次 )。 组 织 RNA 分 离 则 需 先 将 组 织 剪 切 成 1 
mm 的 小 块 ,加 Trizol (0.5 mL Trizol/1g 组 织 ) 用 组 织 勾 浆 器 勾 浆 。 然 后 加 1/5 体积 的 氮 仿 剧烈 
振 苏 以 充分 混 匀 , 静 置 约 10 min,4 © 12 000 vmin 离心 15 min, 取 上 清 加 等 体积 异 丙 醉 , 混 匀 后 
静 置 10 min, FE 4 © 12 000 r/min 离心 10 min, 去 上 清 加 1 mL 70% 乙 醇 若 起 沉淀 。12 000 r/min 
离心 2 min 后 , 尽 可 能 去 掉 上 清 ,室温 脉 干 ,加 适量 DEPC 水 溶解 (浓度 在 2~5 pg pL). WRR 
件 允 许可 以 过 亲 和 柱 分 离 Poly( A)* RNA。 

2. 合 成 cDNA 第 一 条 链 : 


Poly( A)* RNA (2 pg) 或 total RNA(25 pg) 4 pL 
cDNA Synthesis Primer (10 pM) lL 

总 体积 5 pL, B50) 70 CEHE 5 min, 随 即 置 冰 上 冷却 2 mino 
加 入 :5 x First - Strand Buffer 2 pL 
dNTP Mix (10 mM) i pL 
DEPC Ñ RNA 酶 HO lpk 
AMV Reverse Transcriptase (20 U/ pL) ipL 


总 体积 10 pL, 混 匀 后 短暂 离心 ,42 CHP 1.5 ho 
3. 合成 cDNA 第 二 链 : 


第 一 链 反应 产物 10 aL 
DEPC 无 RNA 酶 HO 48.4 uL 
5x S- Strand Buffer 16 pL 
dNTP Mix (10 mM) 1.6 pL 
20 x S ~ Strand Enzyme Cocktail 4pL 


总 体积 80 pL, 混 匀 后 短暂 离心 ,16 CHY 2 ho 

(1) 加 入 2 pL T4 DNA Polymerase(4U/ pL) , 混 匀 后 16 CH 30 min. 

(2) 加 入 4 pL 20x EDTA/Glycogen Mix 终止 反应 。 

(3) 加 入 100 pL 酚 : 气 仿 : 异 友 醇 (25:24:1) ,剧烈 振 功 混 匀 ,4 C 14 000 r/min 离心 10 mino 

(4) 小 心地 将 上 清 移 至 一 支 干净 的 0.5 mL 离心 管 ,加 入 100 pL 毛 仿 : 异 友 醇 (24:1) ,剧烈 
振 萝 混 匀 ,4 C 14 000 r/min 离心 10 ming 

(5) 取 上 清 加 入 40 1.4 M NH,OAC 和 300 pL 95% 乙醇 ,剧烈 振荡 泥 匀 后 室温 14 000 1/min 
离心 20 min, 弃 上 清 ,加 入 200 uL 80% 乙醇 县 起 沉淀 ,再 14 000 r/min 离心 5 min, 尽 可 能 移 走 
所 有 上 清 , 沉 淀 在 室温 自然 干燥 5~ 10 min, 

(6) 加 入 50 pL DEPC 无 RNA 酶 HO 溶解 沉淀。 


4. Rsa IRU 
ds cDNA 43.5 pL 
10x Rsa I Restriction Buffer 5 pL 
Rsa 1 (10 U/ pL) 1.5 pL 
总 体积 50 pL. 


混 匀 后 短暂 离心 ,37 CHP 1.5 ho 
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(DHUA 2.5 pL 20x EDTA/Glycogen Mix 终止 反应 。 
(2) 加 入 50 pL 酚 : 氧 仿 : 异 戊 醇 (25:24:1) ,剧烈 振荡 混 匀 ,4 C14 000 r/min 离心 10 mino 
(3) 将 上 清 移 至 一 支 干净 的 0.5 mL 离心 管 ,加 入 50 号 氧 仿 : 异 戊 醇 (24:1) ,剧烈 振 葛 混 


匀 ,14 000 r/min 离心 10 mino 


(4) 取 上 清 加 入 25 pL 4 M NH,OAC 和 18.7 pL 95% 乙醇 ,剧烈 振 萝 混 匀 后 室温 14 000 
r/min 离心 20 min, 弃 上 清 , 加 入 200 uL 80% 乙醇 时 起 沉淀 ,天 14 000 r/min 离心 5 min, 尽 可 能 


移 走 所 有 上 清 ,沉淀 在 室温 自然 干燥 5~ 10 ming 


(5) 加 入 5.5 pl 灭 菌 水 溶解 沉淀 , 置 - 20 CRF. 
5. 所 有 的 cDNA 样品 (包括 Tester 和 Driver cDNA) 都 采用 上 述 同样 的 操作 。 下 面 就 要 将 
Tester cDNA 分 为 两 组 分 别 连 上 特殊 的 接头 (Adaptorl 和 Adaptor 2R) , Driver cDNA 不 需要 连接 接 


头 。 接 头 的 序列 分 别 为 : 


Adaptor] : Nested primer 1 
5’ TAATACGACTCACTATAGGGC | TCGAGCGGCCCOCCEECGCAGGT| 3' 

PCR primer 1 GCCCGTCCA 5' 

Adaptor 2R: Nested primer 2R 
5! TAATACGACTCACTATAGGCC |AGCGTCGTCECGGCCGAGGT| 3 

PCR primer 1 CCGGCTCCA 5’ 
接头 连接 反应 如 下 : 


Tester 1 或 Tester 2 cDNA 
Adaptor 1 或 Adaptor ZR (109M) 
Sterile H,O 

5x Ligation Buffer 

TA DNA Ligase (400 units/ pL) 
总 体积 


2uL 
2 pL 
3 ul 
2uL 
1 pL 
10 pL 


混 匀 后 短暂 离心 ,16 入 过 夜 (12 ~ 20 门 连接 。 反 应 结束 后 加 入 1 uL EDTA/Glycogen Mix 终 
止 反应 ,72 CKA 5 min 灭 活 连接 酶 。 离 心 后 样品 置 于 - 20 CHF. 
6. 杂 交 反 应 :在 两 个 0.5 mL 离心 管 中 分 别 加 入 Driver cDNA 和 连接 后 的 Tester 1 cDNA 或 
Driver cDNA 和 连接 后 的 Tester 2 cDNA 以 及 杂交 缓冲 液 。 


反应 1: 
Rsa I- digested driver cDNA 
Adaptor 1 ~ ligated Tester 1 
4x Hybridization Buffer 
总 体积 

反应 2: 


Rsa 1 — digested driver cDNA 
Adaptor 2R - ligated Tester 2 
4 x Hybridization Buffer 


总 体积 


1.5 pL 
1.5 pL 
1.0pL 
4.0 pL 


1.5 uh 
1.5 pL 
1.0 nL 
4.0 ul 
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反应 物 加 上 矿物 油 ,98 CEHE 2 min, WHF 68 CHAP 8(6 ~ 12) ho 
第 一 次 杂交 反应 结束 后 立刻 进行 第 二 步 杂 交 反 应 。 首 先 准备 新 的 变性 的 driver cDNA: 


Driver cDNA I pL 
4 x Hybridization Buffer 1p 
EE O 2 pL 
总 体积 4pL 


加 上 一 滴 矿 物 油 ,98 CEPE 2 min。 立 刻 在 一 个 反应 管 中 混 匀 新 变性 的 driver cDNA 和 反 
REL AURAL 2 的 产物 (注意 取样 和 加 样 动作 要 快 ,尽量 避免 吸 进 矿物 油 , 胃 枪 头 反复 歇 吸 几 次 
以 混 匀 混合 物 , 不 要 加 热 变 性 !) ,必要 时 可 以 短暂 离心 。 混 合 物 置 于 68 CAF 12 ~ 16 h。 杂 
交 结 束 后 加 入 200 pL 稀释 缓冲 液 (pH 8.3)。 


稀释 缓 促 液 的 配制 :20.0 mM HEPES (pH 6.6) 
20.0 mM NaCl 
0.2 mM EDTA (pH 8.0) 


充分 混 介 后 ,68 CHIR 7 min, 样 品 保存 于 - 20 To 
7. 抑 制 性 PCR 扩 增 反应 (suppression PCR) : 


第 一 次 PCR 有 反应: 
稀释 后 的 杂交 产物 1.0 pL 
10x PCR reaction buffer 2.5 gL 
dNTP Mix (10 mM) 0.5 pL 
PCR Primer 1 (10 pM) 1.0 gL 
50 x Advantage cDNA Polymerase Mix 0.5 pL 
无 菌 HO 19.5 pL 
总 体积 25.0 pL 


混 匀 后 短暂 离心 ,75 所 放置 5 min 使 接头 末端 补 平 ,立刻 进行 扩 增 反应 。 

若 应 用 Perkin - Elmer DNA Thermal Cycler 480 型 扩 增 仪 , 其 扩 增 条 件 为 :94 C 30 si66 T 
30 s;72 © 1.5 min, 共 27 个 循环 。 

车 应 用 Perkin - Elmer GeneAmp PCR Systems 2400 或 9600 型 扩 增 仪 , 其 扩 增 条 件 为 : 94 C 
25 s Ji, P} 94 © 10 s;66 © 30 5372 T 1.5 min, 共 27 个 循环 。 


第 二 次 PCR 反应 : 
10 倍 稀释 的 第 一 次 扩 增 反 应 产物 1.0 pL 
10 x PCR reaction buffer 2.5 pL 
Nested PCR primer 1(10 pM) 1.0 pl 
Nested PCR primer 2R (10 pM) 4.0 pL 
dNTP Mix (10 mM) 0.5 ub 
50 x Advantage cDNA Polymerase Mix 0.5 pL 
FA MWO 18.5 pL 
总 体积 25.0 pL 


混 匀 后 短暂 离心 ,立刻 进行 扩 增 反应 。 
苦 应 用 Perkin - Elmer DNA Thermal Cycler 480 型 扩 增 仪 ,其 扩 增 条 件 为 :94 T 30 s;68 € 
30 8572 T 1.5 min, 共 10 ~ 12 个 循环 。 
- 25 . 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


若 应 用 Perkin - Elmer GeneAmp PCR Systems 2400 或 9600 型 扩 增 仪 , 其 扩 增 条 件 为 ; 

94 C 10 8;68 30 si72 © 1.5 min, 共 10- 12 MAH. 

反应 结束 后 置 于 - 20 和 保存。 

由 于 接头 和 引物 (PCR primer 1) 序 列 的 特殊 性 ,第 一 次 扩 增 的 效率 可 能 很 低 ,但 是 会 特异 
性 地 优先 扩 增 长 片段 (因为 短 的 片段 受 抑制 性 效应 的 影响 更 为 显著 ), 从 而 克服 一 般 PCR 反应 
优先 扩 增 短片 段 的 缺点 。 第 二 次 PCR 扩 增 由 于 采用 了 接头 内 部 序列 (nested primer 1 and 2R), 
差异 性 的 基因 将 在 这 一 步 反 应 中 得 到 最 大 程度 的 富 集 。 

8. 差 减 文库 的 构建 :经 过 两 次 PCR 扩 增 反应 后 ,在 Tester cDNA 中 差异 性 表达 的 基因 已 经 
被 有 效 地 富 集 ,可 以 将 PCR 产物 直接 连 和 人 克隆 载体 (pPGEM - T- veetor) 构 建 差 减 文库 ,同时 以 
标记 的 Tester cDNA 和 Driver cDNA 作为 探 针 与 差 减 文库 进行 菌落 原 位 杂交 或 斑点 杂交 ,挑选 
出 差异 性 的 克隆 ,进一步 以 Northem Blot 确证 这 些 差异 性 基因 ,随后 可 以 进行 序列 分 析 和 功能 
分 析 。 一 次 抑制 性 差 减 杂交 只 能 鉴定 出 在 Tester cDNA 上 调 表 达 的 基因 ,通过 改变 Tester cDNA 
和 Driver cDNA 的 祥 品 来 源 顺序 即 同 时 进行 两 套 杂 交 就 可 以 鉴定 出 相应 的 下 调 表达 的 基因 ,至 
此 ,一 个 完整 的 抽 制 性 差 减 杂交 过 程 就 完成 了 。 

9. 建议 : 首次 使 用 该 试剂 盒 , 在 合成 第 一 链 时 如 有 条 件 应 参照 手册 加 入 10 微 居 的 dCTP 
以 监测 cDNA 合成 及 随后 的 Rsa 1 酶 切 。 

10. 抑制 性 差 减 杂交 试验 的 完成 只 是 一 个 更 大 更 艰巨 的 项 目的 开始 。 无 论 是 差 减 文库 还 
是 差异 克隆 的 分 析 , 都 是 在 为 后 续 的 功能 试验 提供 动态 的 线索 。 研 究 者 需 在 国际 基因 库 和 文 
献 中 发 现 并 追踪 这 些 线索 。 然 后 在 自己 的 功能 试验 系统 中 进行 验证 和 发 现 。 


四 、 基 因 或 表达 序列 文库 (cDNA or EST Libraries) 杂 交 


这 一 方法 也 被 称 作 代 表 性 差异 分 析 (representational difference analysis, RDA)。 实际 上 并 不 
是 一 种 真正 意义 上 的 杂交 反应 。 这 是 一 项 极其 费时 费力 的 工作 , 它 要 求 根据 不 同 的 材料 来 源 
建立 相对 完整 的 基因 文库 或 表达 序列 文库 ,然后 对 文库 进行 随机 测序 ,并 将 所 有 的 结果 进行 统 
计 和 归 一 化 (nomalization) , 即 以 每 一 种 基因 序列 出 现 的 次 数 与 测序 结果 总 数 相 除 得 到 该 基因 
的 表达 频率 (或 代表 性 }。 由 于 这 是 一 种 完全 数值 化 的 方法 , 它 的 准确 性 取决 于 被 测序 列 的 总 
数 ,所 测序 列 越 多 ,计算 出 的 基因 表达 频率 约 接近 于 真实 值 。 另 一 个 可 以 作为 评价 数据 质量 的 
标准 是 一 些 已 知 的 看 家 基因 (housekeeping genes, 大 多数 情况 下 它们 的 表达 频率 被 认为 是 比较 
稳定 的 ) ,这 些 内 标准 的 数值 稳定 性 也 是 归 一 化 处 理 的 基础 。 在 所 有 文库 进行 数字 化 处 理 后 ， 
通过 简单 的 数学 分 析 方 法 可 以 比较 不 同文 库 中 各 种 基因 的 表达 变化 ,同时 以 数字 化 的 形式 表 
现 出 来 。 

随 着 人 类 基因 组 计划 的 飞速 发 展 ,同时 推动 了 人 们 对 基因 文库 或 表达 序列 文库 的 进一步 
要 求 ,毕竟 基因 或 其 表达 产物 才 是 我 们 真正 感 兴趣 的 话题 。 月 前 在 NCBI 已 经 建立 了 专门 
主页 (serial analysis of gene expression) 用 于 收集 那些 公开 发 布 的 各 种 基因 表达 的 文库 资料 , 同 
还 有 用 于 比较 不 同文 库 差 异 的 应 用 工具 (X - profiler or library profiler)。 可 以 选择 实验 者 感 
趣 的 各 种 文库 资料 进行 计算 机 分 析 。 随 着 这 一 -数据 库 的 不 断 扩充 和 完善 ,将 来 在 世界 上 不 
的 实验 室 可 以 辐 时 进行 各 种 类 似 的 工作 而 省 去 大 量 重复 而 烦琐 的 实验 操作 过 程 。 

除了 繁重 的 工作 量 外 ,这 种 方法 的 最 大 问题 在 于 基因 文库 的 完整 性 和 处 理 数据 的 可 靠 性 。 
首先 是 基因 文库 很 难 少 盖 所 有 的 表达 基因 ,特别 是 低 丰 度 的 基因 ;其 次 是 随机 测序 的 数量 是 否 
满足 统计 学 的 要 求 (样本 量 、 可 信 度 等 ) ;最 后 是 所 测序 列 片段 的 代表 人 性。 由 于 基 家 族 和 同 源 
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性 序列 以 及 许多 未 知 基因 的 存在 ,相同 的 一 段 测序 结果 (通常 是 3' 端 的 几 百 个 碱 基 ) 可 能 来 源 
于 不 同 的 基因 ,从 而 导致 重复 记 数 或 误 算 。 


最 终了 解 人 类 自身 和 周 


世界 上 形形色色 的 生命 现象 背后 的 奥秘 是 科学 研究 人 员 一 直 孜 


孜 以 求 的 梦想 。 当 人 们 认识 到 从 基因 到 蛋白质 到 最 后 的 生理 功能 这 条 信息 链 以 后 ,生命 科学 
的 研究 兴趣 就 更 多 地 投向 基因 表达 和 生物 性 状 之 间 复 杂 的 联系 上 ,基因 组 计划 只 是 这 一 努力 
的 第 一 步 ,功能 性 基因 的 发 现 和 研究 才 是 进一步 的 目标 。 差 减 杂 交 法 提供 了 一 种 揭示 基因 和 
表 型 关系 的 手段 ,和 其 他 分 离 基因 的 方法 一 样 , 差 减 杂 交 法 经 历 了 一 个 不 断 改 进 和 完善 的 过 
程 ,这 是 一 个 良好 的 起 点 ,但 是 就 像 人 类 的 认识 一 样 永远 不 会 有 终点 。 


(HS) 
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Ç 第 三 章 
mRNA 差异 显示 技术 


内 容 提 要 


mRNA DD- PCR 技术 是 簿 选 和 克隆 差异 表达 基因 的 一 条 快速 而 有 效 的 途径 。RNA 的 
ME RT-PCR 的 质量 拉 制 是 该 技术 的 关键 。 本 章 介绍 了 mRNA DD - PCR 的 基本 原理 和 
具体 操作 步 腔 。 为 了 获得 真正 有 意义 的 差异 表达 基因 ,对 苦 选 出 来 的 差异 表达 基因 应 进行 
杂交 证 实 和 序列 测定 ,并 利用 某 些 数 据 库 进行 必要 的 分 析 。 


mRNA 差异 显示 技术 (mRNA differential display PCR, mRNA DD - PCR) 是 由 Peng Liang 等 人 
在 1992 年 建立 的 筛选 基因 差异 表达 的 有 效 方法 。 它 是 将 mRNA 逆转 录 技 术 和 PCR 技术 相 结 
合 的 一 种 RNA 指纹 图 谱 技术 。 每 一 种 组 织 细胞 (包括 同一 组 织 细胞 经 过 不 同 的 处 理 ) 都 有 其 
特异 表达 的 不 同 于 其 他 组 织 细胞 的 基因 谱 , 即 特异 的 RNA 指纹 图 谱 。 其 基本 原理 是 将 基因 背 
景 相同 的 2 个 或 几 个 细胞 系 或 组 织 mRNA 逆转 录 成 cDNA, 用 不 同 引物 对 ,进行 PCR 扩 增 , 扩 增 
时 加 入 同位 素 标 记 的 核 苷 酸 。 用 测序 胶 电泳 分 离 PCR 产物 ,经 放射 自 显影 即 可 找到 被 扩 增 的 
差异 表达 的 基因 。 该 方法 具有 快速 \ 灵 敏和 重复 性 好 等 优点 。 


第 一 节 mRNA DD - PCR 的 基本 原理 


差异 基因 表达 是 细胞 分 化 的 基础 。 正 是 这 些 基因 在 细胞 中 的 特异 表达 与 否 ,决定 了 生命 
历程 中 细胞 的 发 育 和 分 化 、 细 胞 周期 的 调节 、 细 胞 衰老 和 死亡 等 。mRNA DD - PCR 技术 正 是 
对 组 织 特异 性 表达 基因 进行 分 离 的 一 种 快速 而 行 之 有 效 的 方法 。 不 同 的 组 织 /细胞 或 遗传 背 
景 相同 的 同一 组 织 /细胞 经 过 不 同 的 处 理 后 ,提取 各 自 的 总 RNA, 进行 mRNA 的 逆转 录 合成 
cDNA。 进 行 逆转 录 时 3' 端 引物 采用 oligo(dT) MN, JEP M X ACG 中 的 任何 一 种 ,N 为 A、 
C.G 或 中 的 任何 一 种 ,所 以 共有 12 种 oligo(dT) MIN 引物 。 其 中 M 称 为 锚 定 引物 ,起 增 大 引 
物 Tm 值 的 作用 。N 称 为 分 类 碱 基 , 对 逆转 录 进 行 归 类 。 用 这 12 种 引物 分 别 对 同一 总 RNA 样 
品 进行 cDNA 合成 , 即 进行 12 次 不 同 的 逆转 录 反 应 ,从 而 使 逆转 录 的 cDNA 具有 12 种 类 型 ,也 
就 是 对 cDNA 进行 12 种 归 类 (目前 较为 流行 的 是 进行 4 种 归 类 , 即 3' 端 引物 采用 oligo(dT) M, 
M H ACG 中 的 任何 一 种 )。5' 端 引物 采用 20 条 由 10 个 碱 基 组 成 的 随机 引物 。 对 每 一 类 cD- 
NA 进行 随机 引物 和 逆转 录 引 物 PCR 扩 增 ,通过 对 不 同 的 组 织 /细胞 或 经 不 同 处 理 的 同一 组 织 
/细胞 的 同一 类 cDNA 的 PCR 选择 性 扩 增 产物 的 凝 胶 电 泳 分 析 , 从 而 反映 出 不 同样 品 的 基因 在 

+ 


BIR mRNA 差异 显示 技术 


时 间 和 空间 上 的 组 织 特异 性 表达 。 对 cDNA 归 类 的 目的 是 要 降低 随后 所 要 进行 的 PCR 扩 增 模 


板 种 类 的 多 样 性 。 因 为 通常 情况 下 ,在 某 一 细胞 中 或 某 一 个 关键 的 发 育 时 间 点 - 
上 的 基因 在 表达 。 如 此 众多 种 类 的 mRNA 道 转录 产物 经 PCR 选择 性 扩 增 后 其 类 型 依然 众 
,很 难 用 电泳 系统 加 以 快速 准确 地 分 离 。 因 而 需要 对 道 转 录 产 物 的 cDNA 进行 归 类 处 理 , 减 
不 同 PCR 产物 电泳 分 离 的 难度 ,提高 分 离 的 准确 率 。 


ARS 


dH 


上 有 15 000 种 


不 同 的 组 织 / 细 胞 或 经 不 同 处 理 的 同一 组 织 /细胞 的 同一 类 cDNA, 经 PCR 选择 性 扩 增 的 
产物 在 凝 胶 电 泳 上 的 差别 ,表现 在 同一 迁移 位 置 上 条 带 的 有 无 和 条 带 所 含 分 子 数目 的 多 少 。 


缘 的 有 无 反映 出 组 织 特 翼 性 表达 的 基因 “ 开 " 与 “ 关 ”。 因 为 mRNA 差异 显示 属 半 定 量 分 析 ， 
所 以 条 带 中 分 子 数目 的 多 少 , 也 是 mRNA 剂量 效应 的 一 种 体现 。 
mRNA 差异 显示 技术 的 实验 程序 如 下 : 
实验 组 总 RNA 提取 对 照 组 总 RNA 提取 
+ t 
ToM WEBA ToM $3 

转录 成 cDNA 转录 成 cDNA 
+ 4 

随机 引物 进行 随机 引物 进行 

PCR 扩 增 PCR 扩 增 
PR 
扩 增 产物 凝 胶 电泳 分 析 


差异 性 条 带 的 回收 ,二 次 PCR 扩 增 后 克隆 人 载体 
t 
序列 测定 ，Genbank 查询 


Y 
Northern Blot 和 Dot blot 杂交 确定 差异 性 条 带 的 真实 性 
t 


以 差异 条 带 为 探 针 从 cDNA 文库 中 克隆 到 全 长 DNA 
+ 
基因 功能 鉴定 
4 
7 Į J y 
EARE 真 核 细胞 抗体 制备 酵母 双 杂 交 


表达 、 转 染 细胞 内 定位 探讨 作用 途径 


第 二 节 mRNA DD - PCR 技术 的 具体 操作 步骤 


一 、 组 织 样品 总 RNA 的 提取 
建议 使 用 公司 生产 的 总 RNA 提取 试剂 愈 提取 总 RNA。 
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基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


称 取 1 g 组 织 在 液 所 中 研磨 成 检 
+ 
将 12 mL 预 冷 的 变性 液 倒 入 研 钉 中 
+ 
待 液化 后 转 人 50 mL 离心 管 中 
1 


加 入 1.2 mL 2 M NaAc (pH 4.0) 
WER, EF SUB) 50 mL 离心 管 4 ~ 5 次 
4 
加 入 12 mL By BUT: EB 
BZR 10 s, 冰 浴 20 min 
t 
4 CÈL, 12 000 r/min x 20 min 
上 清 转 至 另 一 50 mL ALE 
t 
加 入 等 体积 异 丙 醉 , 混 匀 后 置 ~20 T 30min 以 上 
t 


4 和 离心 ,12 000 r/min x 10min 
FLW, MARA 75% ZB 10 mL BERTIE 
t 
4 和 离心 ,12 000 r/min x 10 min 
弃 上 清 ,加 适量 RNase ~ free 水 溶解 沉淀 


二 、 去 除 RNA 样品 中 的 微量 DNA 
取 30 pg 总 RNA。 应 用 DNase I 去除 其 中 残留 的 微量 DNA。 反 应 体系 如 下 : 


10 x DNase I buffer 6 pL 
Total RNA 30 pg 
RNasin[ 40 U/ pL] 20 pL 


DNase I (RNase-free) [1 U/ pL] 1 于 
RNase - free 水 加 至 60 pL 
t 
混 匀 后 ,室温 更 置 15 min 
v 
JNA 6.0 pL EDTA (25 mM, pH 8.0) 


65 CAH 10 min 
4 
加 和 人 45 pL BA 15 pL 氨 仿 : 异 成 醉 (24:1) 
+ 


325) RUG 10 min 
+ 30° 
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t 
4 所 离心 ,12 000 r/min x 10 min 
4 
回收 上 清 ,加 人 6 pL 3M NaAc (pH 4.0) 
和 120 pL 无 水 乙醇 ,混入 
1 
置 -80 T 45 min 
+ 
4 CH ty,12 000 r/min x 15 min 
+ 
75% 乙 醇 洗 涤 沉 演 
+ 
干燥 后 加 适量 RNase - free 水 溶解 
-7 所 保存 备用 


三 、 引 物 序列 


3' 端 锚 定 引物 :OHigp(dT)oA: 5’ - TIT TIT TIT TIT A ~ 3’ 
Oligo(dT),.G: 5’ - TIT TTT TIT TIT G- 3’ 
Oligo(dT) pC: 5- TTF TIT TIT TIT C -3 


# 


5' 端 随机 引物 :AP-1: GITTCGCTCC AP-2: TGATCCCTGG 
AP-3; CATCCCCCTG AP-4: CCACTCGACT 

AP-5: TGCGCCCTTC AP-6: ‘TGCTCTGCCC 

AP-7: GGTGACCCAG AP-8: GTCCACACCG 

AP-9: TCCGGGACTC AP-10: CIGCTGGGAC 

AP- 11: CAGGCCCTTC AP- 12; TGCCGAGCTG 

-13: AGTCAGCCAC AP-14; AATCGGGCTG 

apis AGGGGTCTTG AP-16: GGTCCCTGAC 

AP- 17: GAAACGGGTG AP- 18; GTGACGTAGG 

AP - 19: GCGTAACGCC AP- 20: GIGATCGCAG 


四 、 北 转录 妇 类 反应 体系 的 建立 


分 别 取 1 pg 总 RNA, 应 用 销 定 引物 ToM (M = G,A 或 O) 将 其 逆转 录 成 cDNA。 反 应 体 
系 如 下 : 


总 RNA I pg 
ToM primer[ 10pm] 2 pL 
RNasin[40 U/ pL] 1 pL 
RNase - free water 12 pL 
4 
70 CAKH , 10 min 
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+ 
置 冰 浴 1 min, 短 暂 离 心 10 s 
4 


加 入 :5 x 第 一 链 缓冲 液 4 HL 试剂 盒 中 含有 ) 
0.1M DIT 2 pL 


10 mM 脱氧 核 苷 酸 混合 物 lpL 
SuperScript™ 耻 逆转 录 酶 [200 U/ pL] 1 pL 
42 min 
70 tamis min 
BUG MA 1 sal E. Coli RNase H 
37 vama min 
保存 于 CAA 


五 、PCR 选择 性 扩 增 


各 取经 过 某 一 锚 定 引物 逆转 录 的 实验 组 和 对 照 组 的 cDNA 2 pL, 利 用 某 一 随机 引物 进行 
PCR 扩 增 ,反应 条 件 如 下 : 


10 x PCR buffer 2 ul, 
250 pM 脱氧 核 苷 酸 混合 物 4 pL 
5 pM 随机 引物 2 pL 
cDNA 2al 


La- 2P]dATP[IO pCi/ pL] 1 pL 
Tag DNA 聚合 酶 [5 U/ pL] 1 pL 
灭 菌 水 加 至 20 pL 
t 
混 匀 ,加 25 pL DH 
t 
94 T,5 min 
4 
94 C, 30 s 
各 U, 2 min } 进 行 40 个 循环 
72 C, 30s 
t 
72 ©, 5min 
4 
保存 于 4 CEM 
< 32- 


第 三 章 mRNA 差异 显示 技术 


六 、mRNA DD - PCR 产物 的 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 


取 3.5 pL PCR 产物 加 2 pL 2x 上 样 缓冲 液 ,80 CHEFE 2 min, 置 冰 浴 ,每 个 样品 上 样 于 6% 
变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 恒 定 功率 60 W, 电 泳 约 3 h, 直 至 指示 剂 二 甲苯 青 染 料 接近 凝 胶 底部 。 
揭 下 经 硅烷 化 的 一 层 玻璃 板 ,在 胶 面 平整 地 铺 一 层 保鲜 膜 ,然后 在 暗室 内 压 一 张 X 光 片 ,X 光 
片 的 右边 和 底 边 与 支撑 凝 胶 的 玻璃 板 的 右边 和 底 边 对 齐 , 以 确定 X 光 片 与 凝 胶 的 相对 位 置 。 
于 -70 CRG 12 ~ 14 h 后 洗 片 。 如 图 和 -1 中 箭头 所 示 为 差异 cDNA 条 带 。 


对 照 组 


图 S 


图 3-1 mRNA DD- PCR 产物 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 结果 
(摘自 Yang DC, et al. Cir Res, 1999, 84:704~712) 


七 、 差 异 表 达 条 带 的 回收 


对 mRNA DD - PCR 产物 放射 自 显影 图 谱 进 行 比较 分 析 。 将 差异 表达 的 cDNA 条 带 从 聚 丙 
烯 酰胺 凝 胶 上 切 下 来 , 放 入 1.5 mL 离心 管 中 , 然 后 按 下 述 步骤 操作 : 
用 1 mL TE buffer 快速 冲洗 一 遍 ,然后 加 入 100 pL TE buffer 
碾 碎 胶 条 ,室温 放置 15 min 后 ,100 和 水浴 15 min 

+ 

4 乞 离心 ,12 000 r/min x 2 min 
+ 

上 清 转 人 另 一 1.5 mL 离心 管 中 
v 
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加 入 : 10 pL 3M NaAc (pH 4.8) ,5 pL 糖 原 (10 mg/mL) 
450 pL 无 水 乙醇 


| 
Y 


-20 CHK 
$ 
4 CRP, 12 000 r/min x 15 min 
+ 
弃 上 清 , 沉 淀 加 入 预 冷 的 85% 乙 醇 200 pL 
t 
离心 min 后 去 上 清 
+ 


沉淀 稍 干燥 后 加 入 10 pL IKE, -20 CREARA 
入 、 回 收 条 带 的 再 次 扩 增 


H4 uL 回收 的 cDNA, 用 同一 随机 引物 进行 二 次 PCR 扩 增 。 图 3 - 2 所 示 为 二 次 PCR 扩 增 
结果 。 


图 3-2 差异 cDNA 条 带 二 次 PCR 扩 增 结果 
(摘自 Yang DC, et al. Cir Res, 1999, 84:704~712) 


二 次 PCR 扩 增 及 其 扩 增产 物 回收 的 操作 步骤 为 : 


10 x PCR 缓冲 液 5 pL 
250 pM 脱氧 核 苷 酸 混合 物 25 pL 
5 pM 随机 引物 1 pL 
cDNA 4 pL 
Tag DNA RARIS U/ pL] lpL 
灭 菌 水 加 至 50 pL 
矿物 油 50 pL 
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t 
第 一 次 PCR 扩 增 : 94 C, 10 min 
+ 
94 T, 1min 
40 C, 1.5 min 
72°C, 1.5 min 
(we avs 
72 C, 10 min 
4 
第 二 次 PCR 扩 增 : 94 C, 10 min 
+ 
94 C, 1 min 
42 ©, 1.5 min 
72 C, 1.5 min 


[asa 20 EIF 


72 T, 10 min 

+ 

取 15 pL F 2AE Ak a 
y 

在 剩余 的 PCR FR PSK BE 100 uL 
+ 
加 入 100 pL M: UGG: ARR (S5:24:1 V/V) 
4 
4 和 离心 ,12 000 t/min x 10 min, REW 

+ 

DHA: 10 pL 3 M NaAc (pH 5.2) 

5 pL 糖 原 (10 mg/mL) 
250 pL 无 水 乙醇 
4 
-20 CHB 

+ 

4 CÈL, 12 000 r/min x 15 min 
t 

弃 上 清 , 沉 淀 用 75% 乙 醇 

4 

室温 离心 ,12 000 r/min x 10 min 
+ 

沉淀 再 加 75% 乙 醇 
. 35 . 
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t 
再 次 室温 离心 ,12 000 r/min x 10 min 
+ 
将 沉淀 深 于 适量 无 菌 双 燕 水 中 , - 20 保存 备用 


九 、 二 次 扩 增 产物 的 克隆 、 测 序 和 GenBank 查询 


采用 Promega 公司 的 pCEM - T Easy Vector System [试剂 盒 , 按 试剂 盒 说 明 书 将 二 次 PCR 扩 
增产 物 克隆 至 pGEM-T Easy 载体 上 (图 3 -3) WERA M109。 经 转化 铺 盘 后 ,在 培养 盘 上 
挑选 白色 菌落 , 播 菌 后 提取 质粒 ,经 EcoR I 酶 切 鉴定 。 


Xmn 2009 N 
Sea 11890 y” 74 
1 start 
lori Apa | 14 
datil | 20 
Sph | |26 
， BsiZ} 
Amp Negl | 37 
pGEMET Easy LacZ BstZ\ | 43 
Vector TT Net | B 
《3015bp) ea | B 
Spe | | 64 
EcoRI | 70 
Not | 77 
BsiZ\ 71 
Pst | | 88 
ori Sal | | 90 
Ndel | 97 < 
Sac | |109 © 
BstX 11118 
si | |127 2 
141 > 
t SPG Kg 
= 


图 3-3 pGEM-T Easy 载体 的 结构 


采用 ABI377 自动 测序 仪 ,应 用 T7 或 SP6 通用 引物 ,对 克隆 的 片段 进行 序列 测定 。 

应 用 测序 所 得 的 cDNA 序列 ,在 NCBI 的 GenBank 数据 库 中 进行 BLAST 查询 ,以 了 解 该 序 
列 有 关 的 信息 。 如 该 序列 是 否 为 新 基因 ? 数据 库 中 是 否 存在 其 相应 的 或 同 源 的 EST 或 全 长 
cDNA? 其 相应 或 同 源 基因 的 功能 是 什么 ? 这 样 就 为 进一步 的 克隆 和 功能 研究 提供 了 参考 。 


T., Northern Blot 和 Dot Blot 杂交 


采用 Northem Blot 和 Dot Blot 杂交 检验 和 证 实 所 得 的 差异 条 带 cDNA 确实 存在 差异 。 其 中 
Northem Blot 杂交 还 可 顶 测 差 异 条 带 cDNA 的 大 小 ,为 将 来 筛选 和 克隆 全 长 cDNA 提供 参考 。 
{—) Northern Blot 杂交 


1. 准备 杂交 膜 。 

(1) 配 制 1% 琼 脂 糖 甲醛 变性 胶 。 
10x MOPS 缓冲 液 10 mL 
DEPC 处 理 水 90 mL 
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琼脂 糖 1g 
加 热 至 胶 完 全 溶化 后 BT SRM 60 CT ,依次 加 人 6 pL 溴 乙 锭 EB(10 mg/mL), 5.4 
mL 37% 甲 醛 , 混 匀 并 置 室温 15 min 后 制 胶 。 
《2) 电 泳 。20 pg 的 实验 组 和 对 照 组 总 RNA 样品 加 适量 上 样 缓冲 液 ,95 CAA AEPE 2 min, 
置 于 冰 上 。 同 时 将 胶 放 人 装 有 1 x MOPS 缓冲 液 的 电泳 槽 中 预 电 泳 10 min。 然 后 加 样 ,在 100 
YY 电压 下 电泳 ,直到 省 酚 蓝 染料 迁移 至 胶 下 游 3/4 处 。 电 泳 结束 后 ,将 胶 置 于 紫外 灯 下 同 荧光 
尺 一 起 拍照 ,以 记录 28S cRNA 和 18S RNA 的 位 置 ,作为 RNA 分 子 基 的 参照 。 真 核 细胞 28S 
TRNA 和 18S rRNA 的 分 子 量 分 别 约 为 5 kb 和 2 kbo 
(3)RNA 的 转移 和 固定 。 
1) 将 胶 放 人 0.05mmol NaOH 中 浸泡 20 mino 
2) 用 DEPC 处 理 水 冲洗 胶 一 次 ,再 用 20 x SSC 浸泡 45 min, 以 除去 胶 中 甲醛 。 
3) 用 毛细 管 转移 法 将 胶 上 RNA 吸引 至 尼龙 膜 ,转移 液 为 20 x SSC, 转 移 时 间 至 少 A ho 
4) 转 移 结束 后 ,用 5 x SSC 漂洗 尼龙 膜 数 分 钟 ,取出 尼龙 膜 , 置 于 滤纸 上 ,室温 晾 干 ,紫外 交 
联 2 min, 然 后 在 80 所 烤箱 真空 干粮 2 h。 
5) 将 烤 干 的 尼龙 腊 封 于 塑料 袋 中 , 存 于 -20 CHA 
2. 探 针 的 制备 和 标记 。 
(1) 探 针 的 制备 。 将 克隆 到 pCEM - T Easy 载体 中 的 差异 条 带 cDNA 用 EcoR 13% Nor IY 
割 下 来 ,然后 在 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 上 ,用 Bio Rad 公司 生产 的 DNA 回收 试剂 盒 , 按 操作 说 明 书 
回收 差异 条 带 cDNA, 最 后 用 20 pL 灭 茵 水 洗 脱 ,保存 在 - 20 所 用 于 以 后 同位 素 标记 。 
(2) 标 记 探 针 。 应 用 Promega 公司 生产 的 随机 引物 探 针 标记 试剂 盒 进 行 标记 。 其 标记 过 程 如 下 : 
cDNA ( 约 25 ng) + Hs0 > 总 体积 9 pL 
+ 
100 乞 水 浴 变 性 10 min 
+ 
置 于 冰 上 冷却 
在 上 述 管 中 依 次 加 人 下 列 成 分 : 
dATP, dGTP, dTTP 混合 物 3 pL 
10 x 反应 缓冲 液 2 pL 
[e-2P] - dCTP{10pCi/ pL] 5 pL 
Klenow 酶 [2 U/ pL] tel 


总 体积 20 pL 


37 各 水浴 30 min 
+ 
65 CKY 10 min, 以 灭 活 酶 
+ 
保存 于 - 20 所 备用 
3. 杂 交 。 
(1) 杂 交 液 的 配制 。 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


1) AES 5 5 x“P" 缓 冲 液 : 

1.0% 牛 血清 白 蛋 白 ,1.0% 聚 乙烯 吡 咯 烷 酮 (PVP,M. 允 .40 000). 

1.0% REER (ficoll, M. W.400 000) ,250mM Tis - HCL (pH 7.5),0.5% 焦 磷酸 钠 和 5.095 SDS. 
2) 准 备 50% (wxv) 的 硫酸 葡 聚 糖 


3) 准 备 10 mL HAXH: 
去 离子 甲 酰胺 5 mL 
5x“P" 组 冲 液 2 mL 
50% BRA BERT 2 mL 
总 体积 9 mL 
t 
颠倒 混合 
4 
42 C7 10 min 
+ 
MMA 0.58 g NaCl, 混合 
t 
42 OKR ,直到 NaCl, 完 全 溶解 
t 


加 入 1 mL 经 100 皂 水 浴 煮 沸 10 min, 
SRG TE LOR HERE DNA (1 mg/mL) 


M 
混合 后 即 可 用 于 预 杂 交 和 杂交 
(2) 杂 交 的 操作 过 程 。 
了 预 杂 交 。 在 封 有 尼龙 膜 的 塑料 袋 一 角 剪 一 口 , 加 入 杂交 液 10 mL, 然 后 封 上 口 ,42 CK 
浴 扬 床 过 夜 。 


2 杂交。 将 标记 好 的 探 针 100 水浴 者 沸 10 min, 然 后 置 于 冰 上 冷却 。 在 含有 尼龙 膜 的 预 
杂交 塑料 袋 一 角 剪 一 口 , 倒 出 预 杂交 液 。 将 和合 针 和 新 配制 的 杂交 液 10 mL 混合 后 加 入 塑料 站 
中 , 封 上 口 。42 CARER A. 

ORR. ARSE EEE EER 

250 mL 2 x SSC 室温 下 洗 膜 二 次 ,每 次 10 min 
t 
500 mL(2x SSC + 1.0% SDS) 于 65 乞 水 浴 洗 膜 二 次 ,每 次 30 min 
+ 
250 mL 0.1x SSC 室温 下 洗 膜 二 次 ,每 次 15 min 
4 
ERREKETA TARRT 

(4) 放 射 自 显影 。 用 久光 片 放 射 自 显影 , - 70 TRH 3 ~ 4 do 

图 3-4 所 示 为 Northem Blot 杂交 结果 。 箭 头 所 指 为 在 实验 组 中 高 表达 而 在 对 照 组 中 无 表 
达 的 差异 cDNA。 
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对 照 组 


实验 组 
+— 


fm Gea — s 


图 3-4 Northem Blot 杂交 结果 
(摘自 Yang DC, et al. Cir Res, 1999, 84:704~712) 


(=) Dot Blot 杂交 


提取 含有 克隆 片段 的 质粒 DNA。 取 5 ng 分 别 加 入 NaOH 和 EDTA, 使 其 终 浓 度 分 别 为 
0.4 M 和 10 mM。100 ‘CAM 10 min 使 其 充分 变性 , 置 冰 浴 ,然后 加 入 等 体积 预 冷 的 2 M NaAe 
(pH 7.0)。 将 变性 后 样品 点 样 于 尼龙 膜 上 ,紫外 交 联 10 min, 将 尼龙 膜 放 信 适当 大 小 的 杂交 盒 
中 ,加 入 适量 预 杂交 液 (5 x Denhardt's,0.5% SDS,6 x SSC,50% 甲 酰胺 ,100 pg/mL ZEHE REN 
DNA)。42 和 水 浴 摇 床 预 杂交 过 夜 。 弃 预 杂交 液 ,加 入 等 体积 杂交 液 ( 成 分 与 预 杂 交 液 相同 )， 
在 两 个 杂交 盒 中 分 别 加 入 经 过 变性 的 以 随机 引物 法 标记 的 实验 组 和 对 照 组 的 总 cDNA,42 C 
水 浴 摇 床 杂交 24 h。 洗 膜 :2x SSC,0.5% SDS, 室 温 洗 膜 5 ~ 10 min;2 x SSC,0.1% SDS, ZM 
洗 膜 10 ~ 15 min;0.1x SSC,0.5% SDS,42 CHERE 30 min;0.1 x SSC 室温 短暂 漂洗 滤 膜 , 置 于 
一 重 纸 巾 上 , 吸 去 液体 , 压 片 进行 放射 自 显影 ,曝光 时 间 为 48 h 左 右 。 图 3 - 5 所 示 为 Dot Blot 
杂交 结果 ,箭头 所 指 为 在 实验 组 中 高 表达 而 在 对 照 组 中 无 表达 或 低 表 达 的 差异 cDNA。 


对 照 组 实验 组 


图 3-5 Dot Blot 杂交 结果 
(摘自 Yang DC, et al. Cir Res, 1999, 84:704 ~712) (HRA) 
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荧光 原 位 杂交 (FISH) 技 术 


内 容 提 要 


荧光 原 位 杂交 (FISH) 是 一 种 新 的 非 放射 性 原 位 杂交 技术 。 具 有 安全 、 灵 秀 、 快 速 和 分 
PABP o FISH 技术 利用 非 放 射 性 标记 核酸 代 蔡 放射 性 标记 核酸 在 染色 体 \ 细 胞 或 
组 织 切 片上 进行 原 位 杂交 ,通过 免疫 细胞 化 学 的 过 程 以 荧光 信号 对 杂交 体 加 以 检测 和 定 
位 。 近 年 来 FIS 虹 技术 在 分 辨 率 、 灵 教 度 、 容 量 及 特异 性 方 ; 面 有 进一步 的 发 展 ， , 它 不 但 用 于 
基因 的 染色 体 定位 和 高 分 因 物 理 图 谱 的 绘制 ， S LEME TREARER OES M 
数量 变化 的 有 效 方法 ,是 分 子 生物 学 与 细胞 遗传 学 的 桥梁 技术 。 ere We 


发 展 染 色 体 基因 定位 技术 不 仅 有 助 于 克隆 疾病 相关 基因 ,也 有 助 于 人 们 认识 染色 体 的 结 
构 及 研究 基因 的 功能 。 该 技术 的 发 展 经 历 了 几 个 阶段 。 首 先 体 细胞 杂交 技术 的 建立 可 将 特定 
的 序列 定位 在 某 条 染色 体 上 ,如 果 用 高 能 射线 处 理 杂交 细胞 ,使 染色 体 断 裂 成 若干 片段 ,还 可 
以 利用 遗传 标记 将 目标 基因 定位 在 染色 体 的 某 一 区 段 内 。1974 年 Evans 首次 将 染色 体 显 带 技 
术 和 染色 体 原 位 杂交 联合 应 用 ,提高 了 定位 的 准确 性 。20 世纪 70 年 代 后 期 人 们 开始 探讨 荧 
光标 记 的 原 位 杂交 , 即 FISH 技术 。1981 年 Harper 成 功 地 将 单 拷贝 的 DNA 序列 定位 到 G 显 带 
标本 上 ,标志 着 染色 体 定 位 技术 取得 了 重要 进展 。20 世纪 90 年 代 , 随 着 人 类 基因 组 计划 的 进 
行 ,由 于 绘制 高 分 辨 人 类 基因 组 图 谱 的 需要 ,FISH 技术 得 到 了 迅速 的 发 展 和 广泛 应 用 。 


第 一 节 FISH 的 原理 和 技术 特点 


一 、FISH 技术 的 原理 和 优点 


FISH (fluorescence in situ hybridization) 技 术 是 一 种 重要 的 非 放射 性 原 位 杂交 技术 。 它 的 基 

本 原理 是 :如 果 被 检测 的 染色 体 或 DNA 纤维 切片 上 的 靶 DNA 与 所 用 的 核酸 探 针 是 同 源 互补 

的 ,二 者 经 变性 - 退火 - 复 性 , 即 可 形成 靶 DNA 与 核酸 探 针 的 杂交 体 。 将 核酸 探 针 的 某 一 种 

核 背 酸 标记 上 报告 分 子 如 生物 素 、 地 高 辛 ,可 利用 该 报告 分 子 与 荧光 素 标记 的 特异 亲 和 素 之 间 
的 免疫 化 学 反应 ,经 荧光 检测 体系 在 镜 下 对 待 测 DNA 进行 定性 定量 或 相对 定位 分 析 。 

位 杂交 的 探 针 按 标记 分 子 类 型 分 为 放射 性 标记 和 非 放射 性 标记 。 用 同位 素 标记 的 放射 

性 探 针 优势 在 于 对 制备 样品 的 要 求 不 高 , 可 以 通过 延长 曝光 时 间 加 强 信号 强度 , 故 较 灵敏 。 

缺点 是 探 针 不 稳定 、 自 显影 时 间 长 .放射 线 的 散射 使 得 空间 分 辩 率 不 高 、 及 同位 素 操 作 较 繁 正 
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等 。 采 用 荧光 标记 系统 则 可 克服 这 些 不 足 ,这 就 是 FISH 技术 。 该 技术 不 但 可 用 于 已 知 基因 或 
序列 的 染色 体 定 位 ,而 且 也 可 用 于 未 克隆 基因 或 遗传 标记 及 染色 体 畸 变 的 研究 。 在 基因 定性 、 
定量 .整合 表达 等 方面 的 研究 中 颇具 优势 。 

FISH 技术 作为 非 放 射 性 检测 体系 ,具有 以 下 优点 : 四 荧光 试剂 和 探 针 经 济 、 安 全 ;@ 探 
针 稳 定 ,一 次 标记 后 可 在 两 年 内 使 用 ;@@ 实验 周期 短 、 能 迅速 得 到 结果 、 特 异性 好 、 定 位 准确 ; 
@ FISH 可 定位 长 度 在 1 kb 的 DNA 序列 , 其 灵敏 度 与 放射 性 探 针 相当 ;@ 多 色 FISH 通过 在 同 
一 个 核 中 显示 不 同 的 颜色 可 同时 检测 多 种 序列 ;@ 既 可 以 在 玻 片 上 显示 中 期 染色 体 数量 或 结 
构 的 变化 ,也 可 以 在 悬 液 中 显示 间 期 染色 体 DNA 的 结构 。 


二 、FISH 技术 的 基本 操作 过 程 


FISH 的 基本 操作 过 程 与 其 他 DNA 杂交 技术 一 样 , 即 菊 光 标记 的 探 针 DNA 与 互补 的 染色 
JERE DNA 结合 ,进行 靶 DNA 的 检测 。 


将 中 期 或 间 期 细胞 固定 于 玻 片 双 链 DNA 探 针 荧 光标 记 | 


探 针 变 性 成 单 链 


Rot 5 EDN A 杂交 


图 4- 1 FISH 的 操作 流程 


DNAR ERA E 


(—) FISH 标本 的 制备 

FISH 的 革 DNA 固定 于 载 玻 片 上 的 细胞 核 内 。 细 胞 可 以 是 贴 壁 细胞 或 巷 浮 细胞 ,是 分 弄 
期 细胞 或 问 期 细胞 。 也 可 以 是 血 涂 片 冰冻 或 包 埋 固定 的 组 织 切片 。 细 胞 用 传统 显 带 使 用 的 
方法 低 渗 并 固定 于 玻 片上 ,将 玻 片 在 甲 酰胺 溶液 中 温 育 ,使 DNA 解 链 ,然后 固定 在 冷 乙醇 中 以 
防止 在 加 入 探 针 前 DNA 链 退火 。 

(二 } 探 针 的 制备 

常用 的 探 针 按 序列 组 成 可 分 为 3 类 : O 染色 体 特异 的 重复 序列 探 针 ,如 卫星 DNA HF 
检测 间 期 细胞 非 整 倍 体 和 微小 标志 染色 体 ;@ 全 染色 体 或 染色 体 区 域 特异 性 探 针 ,来 自 可 插 
入 大 片段 的 载体 文库 或 微 切割 DNA 的 PCR 产物 。 如 Alu - PCR, 可 用 于 中 期 染色 体重 组 和 间 
期 核 结构 分 析 ;@ 特异 位 置 序列 探 针 , 常 由 一 个 或 几 个 克隆 序列 组 成 ,进行 克隆 DNA 的 染色 
体 定位 及 检测 靶 DNA 的 序列 拷贝 数 及 结构 变化 。 

由 于 一 些 重复 序列 可 以 作为 染色 体 定位 较 高 分 辩 率 的 标志 ,在 进行 基因 定位 或 染色 体 畏 
变 研究 时 ,应 当 制备 一 个 探 针 库 ,该 探 针 库 应 尽量 选取 在 整个 人 类 染色 体 上 能 产生 比较 均匀 的 
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杂交 信号 的 分 散 重复 序列 ,如 Au 序列 。 探 针 库 与 特定 的 细胞 染色 体 杂 交 将 产生 一 个 相对 比 


较 固定 的 杂交 模式 ,而 比较 在 不 同 条 件 
制备 探 针 库 :GD Alu - PCR, Alu 序列 为 人 


(sequence independent amplification, SLA) 。 


其 片段 (10 ~ 40 kb) 检 出 率 在 80% 以 上 。 


出 率 达 95%。 因 此 大片 段 的 基因 组 DNA 


杂交 模式 的 改变 ,就 可 发 现 需 要 的 信息 。 有 3 种 方式 
类 所 特有 ,可 避免 异 源 DNA 的 干扰 ;@) 简 并 寡 聚 核 苷 
酸 引物 PCR, 又 称 DOP - PCR ( degenerate oligonucleotide primed - PCR); © 非 序列 依赖 性 扩 增 
后 两 者 的 扩 增产 物 无 种 属 特异 性 。 

FISH 信和 号 检 出 率 与 DNA 标记 探 针 长 度 有 关 。Yokota H 等 研究 发 现 ,来 自 cDNA 文库 等 短 
基 央 组 序列 (1 ~ 5 kb) 的 探 针 杂交 信号 检 出 率 仅 为 5% ~ 20%。 来 自 粘 粒 (cosmid) 噬 菌 体 克隆 


而 采用 YAC 文库 的 基 
最 适合 做 FISH 的 探 针 。 为 了 抑制 其 中 的 重复 序列 带 


来 的 非特 异 杂 交 背 景 ,可 用 未 标记 的 基 


交 。 
(三) 探 针 标记 


标记 探 针 有 两 种 基本 方式 :直接 标 


RF TEMAS FAG RAB ER 


上 ,将 荣光 标记 的 核 
针 。 这 种 方式 快速 ,简便 ,背景 干扰 少 ,但 杂交 信号 弱 ， 
的 探 针 种 数 不 受 高 亲和力 配 基 能 力 的 限制 ,因此 在 多 色 FSH 4 
用 某 一 中 间 分 子 标记 探 针 ,杂交 后 再 用 与 该 


组 DNA(100 ~ 500 kb), 其 检 


组 DNA 或 经 Cot I 酶 切 的 基因 组 DNA 先进 行 预 杂 


记 : 将 荧光 分 子 直 接 标记 于 探 针 DNA/RNA 上 。 荧光 


f= OAK RO PBR AR 
而 不 够 灵敏 。 由 于 该 标记 方法 所 标记 
ph 应 用 更 广 。@ 间 接 标 记 法 : 采 


P 间 分 子 的 亲 和 物 或 抗体 耦 联 的 荧光 分 子 进行 检 
测 , 这 样 可 使 被 检 信 号 放大 ,能 检测 到 小 至 500 bp 的 靶 序 列 。 常 用 的 中 间 分 子 有 :生物 索 (bi- 
otin) .地 高 辛 配 基 (digoxingenin) 以 及 二 硝 基 葵 酚 (dinitophenyl) 。 常 用 的 荧光 标记 分 子 及 性 质 见 


表 4-1。 
表 4-1 常用 于 标记 的 莫 光 分 子 及 其 性 质 
RODE 最 大 激发 光 最 大 发 射 光 荧光 
(nm) (nm) 

AMCA 358 450 E 
RAER CITC) 495 515 绿 

B FHA ( chodamin) 550 575 a 
德州 红 (Texas ~ red) 595 615 深 

Cy- 5(41) 650 670 不 可 见 红外 光 


摊 人 探 针 的 方法 通常 采用 缺口 平移 法 或 随机 引物 法 。 在 探 计 DNA/RNA 序列 已 知 的 情况 
下 也 可 采用 PCR 或 道 转录 法 。 对 于 小 于 1 kb 的 探 针 ,用 PCR 方法 容易 标记 成 功 。 


(MRE 


标记 的 探 针 变 性 后 , 在 甲 酰胺 溶液 中 与 标 木 DNA 杂交 。 最 适 的 杂交 条 件 主要 取决 干 控 
针 与 靶 基 因 的 性 质 。 对 于 染色 体重 复 序列 的 检测 ,可 直接 将 探 针 混合 液 置 于 玻 片 上 ,37 CH 
育 15 min。 对 于 单 拷贝 基因 序列 的 检测 ,一 般 在 杂交 之 前 进行 预 复 性 , 即 与 过 量 的 基因 组 DNA 


BR Con I DNA 先 预 杂交 。 由 于 重复 序列 与 于 


复 序列 的 杂交 要 比 单 拷贝 序列 与 重复 序列 的 杂交 


速度 快 ,因此 探 针 中 非特 异 的 重复 序列 可 被 封 陆 ， 以 减少 非特 蜡 杂 交 , 然 后 再 与 外 DNA 杂交 
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过 夜 。 杂 交 结 束 后 ,标本 经 清洗 去 掉 错 配 或 未 杂交 的 探 针 , 然 后 用 荧光 标记 的 检测 试剂 进行 检 
测 。 

{五} 染色 体 显 带 

为 了 能 客观 清楚 地 拓 认 杂交 位 点 ,同时 在 研究 中 采用 显 带 与 FISH 是 十 分 必要 的 。 常 用 的 
显 带 方法 有 : G 带 .R 带 .Q 带 等 。 用 氨 共 硅 串 因 (Quinaorine mustad) PEM Q 带 ,经 过 一 定 的 
预 处 理 , 如 用 放 线 菌 素 /DAPI 处 理 ,再 以 Giemsa 染色 可 显示 G A Ae E ROR AE, 
Hoechest 染色 可 显示 R 带 ;采用 Alu Bi LINE 重复 序列 与 探 针 同时 杂交 ,可 呈现 中 或 C 带 。 这 
样 就 能 辨认 探 针 在 染色 体 上 的 杂交 部 位 。 但 杂交 前 显 带 将 会 大 大 降低 杂交 信号 ,原因 是 原 位 
杂交 与 染色 体 显 带 存在 操作 上 的 矛盾 , 即 染色 体 变性 与 显 带 相 世 影响 。 目 前 尚 无 理想 的 解决 
方法 。 

(六 ) 荧 光 显微镜 闪 测 

品 微 镜 的 质量 及 滤 片 的 渤 择 对 获得 满意 的 观测 结果 至 关 重 要 ,特别 是 要 注意 选择 合适 的 
激发 / 阴 挡 涉 片 组 合 。 用 多 色 滤 光 片 仅 一 次 曝 光 即 可 拍摄 镜 下 所 见 , 简 化 了 观察 和 照相 过 程 ， 
但 灵敏 度 不 如 音色 滤 光 片 高 。 数 字 成 像 显微镜 由 于 可 以 分 析 信号 荧光 的 光谱 组 成 而 将 不 同 的 
荧光 区 分 下 ,敏感 性 高 ,而 且 寺 进行 量化 分 析 和 自动 化 分 析 , 因 此 越 来 越 多 的 被 应 用 于 FISH 信 
号 的 检测 。 应 用 共聚 焦 显 微 镜 可 通过 对 染色 体 标本 的 不 同 平面 进行 断层 扫描 而 获得 高 质量 的 
图 像 ,空间 定位 效果 好 ,但 目前 它 的 灵敏 度 不 如 普通 荧光 显微镜 。 

(七 ) 结 果 分 析 

RE FISH 的 杂交 效率 很 高 ,但 也 不 能 达到 100% 杂 交 , 特 别 是 在 应 用 较 短 的 cDNA 探 针 时 
效率 明显 下 降 。 样 品 制备 时 由 于 各 细胞 染色 质 被 压缩 的 程度 不 完全 一 致 ,使 得 细胞 与 细胞 间 
信号 的 定位 有 轻微 差异 ,特别 是 中 期 细胞 ,因此 需要 多 个 细胞 才能 将 探 针 定位 到 染色 体 亚 带 
Ee 对 单 拷贝 cDNA 或 DNA 序列 的 定位 需要 的 精确 度 最 高 ,需要 综合 细胞 遗传 学 .连锁 分 析 
和 物理 图 谱 的 结果 。 在 基因 定位 的 结果 报告 中 应 包括 以 下 内 容 :@ 杂交 信号 阳性 细胞 的 比 
AO 位 点 特异 信号 的 比例 ;@ 背景 信号 的 位 置 ;@ 基因 或 DNA 序列 的 精确 定位 。 在 进行 组 
胞 遗传 学 分 析 时 ,对 染色 体 带 型 的 判断 具有 一 定 的 主观 性 ,因此 最 好 有 两 位 以 上 的 研究 者 同时 
进行 观察 。 


第 二 节 FISH 技术 的 实验 操作 步骤 


一 、 染 色 体 标本 的 制备 


{一 ) 制 备 中 期 染色 体 标本 

1. 淋巴 细胞 培养 。 取 受 检 者 外 周 血 0.5 mL 注入 5 ml, 含 有 20% 小 牛 血 浅 的 RPMI - 1640 
培养 液体 中 ,加 0.25 mg/ml 的 PHA - M 使 用 液 0.2 mL( 终 浓度 为 10 pg/mL) , 轻 轻 播 匀 , 置 37 T 
恒温 箱 中 培养 72 ho 

2. 终止 培养 。 加 4 pg/mL 的 秋水 仙 栈 胺 使 用 液 50 pL( 终 浓度 为 0.04 pg/mL) RRI, 
继续 培养 60 min, 使 细胞 有 丝 分 裂 中 止 在 分 裂 中 期 。 

3 .收获 细胞 。 宁 温 离 心 ,1 000 r/min x 5 min, 弃 去 上 清 。 

4. 低 渗 。 用 预 温 至 37 °C AU 0.075 M KRAER 8 mL 将 沉淀 轻 轻 吹 打 成 细胞 悬 液 , 在 37 T 
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水 浴 中 低 渗 20 min。 加 新 鲜 配 制 的 甲醇 / 冰 栈 酸 (3:1) 国 定 液 1 mL MAE, 室温 离心， 
1 000 r/min x5 min, FEL 

5. 团 定 。 用 新 鲜 配 制 的 申 醇 / 冰 钱 怠 (3:1) 团 定 液 8 mL 将 沉淀 轻 轻 吹 打 成 细 胞 悬 液 ,室温 
下 国定 10 min, 室温 离心 .1 000 xminx5 min, 弃 去 上 清 , 共 2 次 。 

6. ÑH o WOS mL 固定 流 将 沉淀 轻 轻 歇 打 成 细胞 悬 液 ,于 0.3 m 高 处 滴 3 ~ 4 滴 于 预先 
保存 在 冰 水 中 的 冷 湿 载 玻 片 上 ,并 立即 吹 气 使 染色 体 分 散 , 在 酒精 灯 上 过 火 2~3 次 , 气 干 。 

注意 : 制备 良好 的 中 期 来 色 体 分 裂 相 是 中 期 FISH 成 功 的 基本 保证 。 秋水 仙 素 的 作用 时 间 
也 很 重要 ,一 般 1h 为 男 , 作 用 时 间 长 ,染色 体 过 度 收缩 ,导致 米色 体 缩短 ,难以 辨认 ; 作用 时 间 
E, NR BAD, BH BASRA BAM, TR RAL RI ~3 s, 然 后 立即 放 4 Ck 
着 ,10 min 后 转 到 -70 CHF, 

(二 } 制 备 高 分 辨 的 染色 体 标本 (5 - MRSA) 

1. 细 胞 培养 。 外 周 血 淋巴 细胞 常规 培养 72 h( 同 上 )。 

2. 同 步 化 。 加 5 — BUR REE (5 ~ Fdu) 使 用 液 50 pL 及 尿 踪 喧 使 用 液 50 4L( 终 浓度 分 
别 为 10 pM Al 4 pM) , 播 匀 ,37 所 继续 培养 17 ho 

3, 阻 断 。 朋 入 Brdu 使 用 液 30 pL( 终 浓度 为 30 pg/mL) , 播 匀 ,37 所 继续 培养 7 ho 

4. 终止 培养 。 加 pg/mL 的 秋水 仙 栈 胺 使 用 液 50 pL( 终 浓度 为 0.04 pg/ml) RRRS, 
继续 培养 10 mine 

5 .收获 细胞 . 低 渗 .固定 及 滴 片 等 操作 同上 。 

(三 ) 制 备 伸展 的 染色 质 标本 

有 数 种 伸展 染色 质 的 制备 方法 ,包括 碱 抽 提 法 去 污 剂 - 高 盐 法 、SDS 法 Na0H - 乙醇 法 
以 及 甲 栈 膀 处 理 法 等 。 它 们 对 细胞 的 发 解 程度 不 同 ,产生 不 同 伸展 程度 的 DNA。 下 面 以 
NaOH - 乙醇 法 为 例 予以 介绍 : 

1. 按 前 述 方法 制备 .收集 丝 裂 原 刺激 的 淋巴 细胞 ,但 不 用 秋水 仙 酰 胺 处 理 。 

2 .将 细胞 悬 液 滴 加 到 玻 片 上 ,在 完全 干 操 前 ,将 琉 片 浸入 PBS 中 1 min, 用 吸水 纸 吸 去 多 余 
的 水 分 ,立即 进行 碱 处 理 。 

3. 碱 处 理 。 淮 备 好 干净 的 盖 玻 片 ,在 玻 片 的 一 端 加 碱 处 理 液 100 pL HEB BLY 30 BE 
盖 玻 片 的 一 边 放 在 大 处 理 液 中 ,向 玻 片 的 另 -- 端 拉 过 ,使 碱 处 理 液 均匀 的 分 布 在 玻 片 上 ,用 吸 
水 纸 吸 去 多 余 的 液体 。( 碱 处 理 液 : 0.07 M NaOH 和 无 水 乙醇 按 5:2 混 匀 。) 

4. 玻 片 平 放 ,用 少量 甲醇 小 心 诽 洗 数 次 。 
十 燥 , 在 70% 80% ,95 名 的 梯度 乙醇 中 ,脱水 各 2 mino 
ATR AEF - 20 所 的 十 煤 箱 内 。 

注意 : 甲 酰胺 处 理 法 为 使 用 70 久 的 甲 酰胺 2x SSC 溶液 ,其 余 步 又 与 碱 处 理 法 相同 。 碱 处 
理 法 可 以 完全 破坏 细胞 核 ,使 玻 片 表面 的 DNA 分 子 呈 网 状 。 甲 酰胺 法 要 温和 一 些 , 适 合 较 长 
探 针 的 杂交 。 


=, RERET 
IGE RER HIT AORERE FISH 结果 进行 对 比 研究 。 也 可 在 显 带 以 
后 继续 进行 FISH 操作 ,但 显 带 后 会 影响 FISH 的 杂交 信号 。 
1. 胰 酶 消化 。 将 干燥 的 玻 片 在 预 温 至 37 的 胰 蛋 白 消化 液 中 轻 轻 摆动 3 ~ 10 s, 立 即 在 
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37 CARE KP 2 次 。 

2. 染 色 。 置 37 C Giemsa 染 液 中 染色 5 ~ 10 min, ARKE BF o 

3. 镜 检 。 在 光学 显微镜 下 ,采用 常规 染色 体 C 显 带 (320 ~ 550 条 带 ) 和 高 分 辨 G 显 带 (550 
~ 800 条 带 ) 技 术 进行 核 型 分 析 ,每 份 标本 分 析 30 个 中 期 或 早 中 期 分 裂 相 。 


三 、Alu - PCR 法 制备 探 针 


1.PCR 模板 : 用 标准 方法 制备 的 基因 组 DNA 或 其 他 DNA 大 片段 。 
引物 :5' GGATTACAGGYRTGAGCCA 
3’ RCCAYTGCACTCCAGCCTC 
(RIR A/T, 了 代表 C/G) 


2. PCR 反应 体系 : 

模板 DNA 100 ng 

引物 1.00 mM (IKIE) 
dNIP 0.25 mM( 终 浓度 ) 
10x PCR 缓冲 液 5.0 nl 

25 mM MgCl; 4.0 pL 

Taq 酶 2.5U 

$h ddH20 至 50.0 pL 


3.PCR 反应 条 件 : 95 所 变性 5 min, 随后 95 % ,1 min, 65 © 1 min, 72 © 3 min 共 30 个 循 
环 , 然 后 72 C 延伸 10 min, 
4.PCR 产物 经 Microl00 柱 纯化 后 标记 。 


四 、 切 口 平移 法 标记 探 针 


1 .主要 试剂 。 

(1) 反 应 缓冲 渡 :0,5 M Tris-HCl, pH 7.5 ,0.1 M MgCho 

(2)dNTP 混合 液 : dATP, dGTP, dCTP 各 0.3 mM, 溶 于 50 mM Tris- HCl pH 7.5。 
(3)DNase I:6.5 mg/mL 深 于 0.1 M MgCl。 

2. 在 Eppendor 管 中 加 入 下 列 试剂 : 


探 针 1.0 pg 
10x 反应 缓冲 液 5.0 pL 
10 x dNTP 5,0 gL 
0.3 M Bio - 16 ~ dUTP 2.5 pL 
(或 0.3M Dig ~ 11 - dUTP) 

DNA 聚合 酶 20 U 
DNase } 0.05 yl. 
加 ddH20 至 50.0 pL 
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3. ZINEA, 14 水浴 2b, 将 反应 管 置 于 冰 浴 中 。 

4. 取 5 HJ, 反应 液 进行 琼脂 粮 凝 胶 电 泳 确定 探 针 长 度 , 理想 的 长 度 为 300 ~ 600 bp, 若 太 
长 , 补 加 适量 DNase T, 14 和 继续 水 浴 0.5 h ER, 减少 DNase I 的 用 量 重新 标记 。 

5. 在 反应 管 中 加 入 1 pL 0.5mmol/L EDTA, 1 pL 5% SDS,65 CHIR 10 min 以 终止 反应 。 

6. 用 Sephadex G ~ 50 柱 去 除 未 标记 的 核 苷 酸 。 


AL, FISH 检测 


A. 制 片 。 按 常规 方法 制备 中 期 染色 体 标 本 ,用 钻石 刻 刀 在 玻 片 上 划 出 25 mm x 25 mm 的 
拟 和 杂交 区 域 。 

2, 玻 片 预 处 理 。 在 37 Y 2x SSC 中 温浴 30 min, 室温 下 用 70% .85% 、100% 系 列 酒精 脱水 
各 2 min, 气 干 。 

3, 变性 置 70 C 70% H BEAK /2 x SSC 变性 液 中 变性 2 min 后 立即 置 冷藏 至 - 20 CH 70% . 
85% .100% 乙醇 中 系 刘 脱水 各 2 min, ZUP RRT. 

4. 杂交 将 地 高 学 标记 的 探 计 10 pL BE 37 CCAR 5 min, 加 于 变性 的 染色 体 标本 拟 杂交 区 
域 ,玻璃 盖 坡 片 覆 盖 , 用 家 用 胶 或 凝 胶 封 片 后 置 湿 盒 中 37 CHH 20 ~ 22 he 

注意 : 盖 玻 片 益 上 击 后 不 能 再 移动 ,否则 有 可 能 破坏 分 裂 相 。 封 片 一 定 要 严 , 有 条 件 的 用 
Rubber Cement 封 片 最 好 。 

5. 漂洗 。 去 除 盖 玻 片 ,依次 在 43 C 50% 甲 酰胺 /2 x SSC 漂洗 液 中 手 摇 漂 洗 15 min,37 © 
2x SSE 中 手 播 漂洗 8 min, SRF 1 x PBS 中 漂洗 5 minx2 次 , 稍 干 。 

6. 荧光 染色 。 加 FTIC 标记 的 抗 地 高 辛 60 pL 上 ,用 塑料 盖 玻 片 覆盖 , 置 37 CRAP HE! 
5 min, 1 x PBS YE 2 min x 3 次 。 此 时 可 用 砚 丙 镁 复 染 后 在 荧光 显微镜 下 观察 ,如 杂交 信号 太 
弱 , 可 在 加 碘 琴 锭 之 前 应 用 间接 免疫 菊 光 法 进行 信号 扩 增 。 本 实验 中 均 行 信号 扩 增 (如 下 述 )。 

7. 信号 扩 增 。 依 次 加 免 抗 羊 抗体 60 pL, 用 塑料 盖 玻 片 覆 盖 , 置 37 CHE HEH 15 min, 1 
x PBS BEBE 3 minx3 次 。 加 FITC 标记 的 抗 免 要 体 60 pl, SUS De YB ae, BAAN CHA 
中 作用 15 min, 1 x PBS 漂洗 3 minx3 次 , 气 干 。 

注意 ;能 否 得 到 信号 强 、 背 景 低 的 FISH 结果 ,这 是 关键 的 一 步 。 整 个 过 程 要 保持 标本 湿 
润 ,否则 会 造成 高 背景 。 藻 为 小 片段 标本 则 需 2~3 次 放大 ， 方 可 显示 出 杂交 信和 号。 

8. 复 当 。 取 碘 两 锭 (PI) 及 抗 褪色 剂 各 6 pL, 混 匀 后 点 在 杂交 区 域 的 四 角 , 盖 25 mm x 25 mm 
玻璃 盖 玻 片 , 轻 压 以 排除 气泡 。 

9 镜 检 及 照相 。 在 Nikon FX - 35DX 荧光 显微镜 下 观察 。 激 发 波长 430 om, MARK 
510 nm, 计 数 杂 交 信 号 ,每 份 标本 计数 20 AAAH, F Kodak 400 负片 拍照 。 

在 菊 光 显 微 镜 下 可 见 染 色 体 被 梁 成 均匀 的 橘红 色 ,以 FITC 标记 的 杂交 信和 号 为 明亮 的 黄 绿 
色 和 荧光 。( 上 图 4-2. 图 4- 3 显示 的 是 22ql11 特异 的 N25 DNA 探 针对 先天 性 心脏 锥 干 畸 形 患 者 
进行 22q11 微 缺失 的 检测 结果 )。 

杂交 后 标本 应 尽快 进行 检测 ,迅速 寻找 到 好 的 杂交 信号 拍照 ,在 荧光 显微镜 让 ,每 一 次 激 
发 都 会 减弱 信号 强度 ,不 观察 时 应 立即 关闭 显微镜 。 若 杂交 后 不 能 立即 观察 ,应 将 标本 平 放 暗 
盒 中 ，- 20 入 保存 不 超过 2 周 。 
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图 4-2 无 22q11 微 缺 失 ,2 条 22 号 染色 体 均 可 见 杂交 信号 (箭头 所 示 ) 


4-3 22ql1 微 缺失 , 仅 1 条 22 号 染色 体 可 见 杂交 信号 (箭头 所 示 ) 
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第 三 节 FISH 技术 的 发 展 与 应 用 


一 、FISH 技术 的 发 展 


提高 原 位 杂交 的 分 辩 率 灵敏度、 容量 及 特异 性 是 FISH 技术 发 展 的 重要 趋势 ,从 单 色 
FISH 到 多 色 FISH` 从 中 期 染色 体 到 粗 线 期 染色 体 再 到 伸展 染色 质 FISH 的 发 展 过 程 ,使 其 灵敏 
度 和 分 辩 率 由 MB 向 KB、 百 分 距离 向 碱 基 对 、 多 拷贝 向 单 找 贝 的 方向 深入 。 对 近年 来 FISH 技 
术 的 进展 介绍 如 下 : 

(一 ) 多 色 荧 光 原 位 杂交 

FISH 的 一 个 最 大 特点 是 可 利用 不 同 颜 色 的 荧光 分 子 标记 不 同 的 探 针 ,同时 对 不 同 的 鹏 
DNA 在 同一 标本 上 进行 定位 。 但 由 于 不 同 荧光 分 子 的 光谱 重 到 ,一 般 只 能 同时 使 用 3 种 不 同 
的 颜色 。 为 了 扩 人 PSH 的 容量 ,近年 来 发 展 了 利用 组 合 标记 (combinant FISH), HAJRIE (ratio 
- labelling FISH) 的 方法 标记 更 多 的 探 针 。 即 一 个 探 针 同时 利用 几 种 不 同 颜 色 的 荧光 分 子 进行 
标记 组 合 出 新 的 颜色 ,理论 上 可 标记 的 探 针 数 为 2x 荧光 分 子 个 数 - 1。 如 果 调整 各 种 荧光 分 
子 的 比例 ,FISH 探 针 标记 的 容量 将 会 进一步 增加 。 

在 多 色 FISH 的 基础 上 ,还 发 展 了 染色 体 描绘 (chromosome painting) , 比较 基因 组 原 位 杂交 
(comparative genomic hybridization, CCH) 技 术 。 染 色 体 描绘 是 用 全 染色 体 或 区 域 特异 性 探 针 ,经 
多 彩色 荧光 标记 后 ,对 染色 体 杂 交 使 中 期 特异 染色 体 和 间 期 核 呈现 不 同 荧光 颜色 的 条 带 ,可 用 
于 识别 染色 体重 组 、 断 换 点 分 布 以 及 鉴别 染色 体外 核 物质 的 起 源 。CGH 的 基本 原理 是 原 位 共 
杂交 。 将 待 检 DNA Cen Rey DNA) 与 相应 的 正常 细胞 DNA 进行 不 同 颜色 的 标记 , 混合 
后 在 两 者 存在 竞争 抑制 的 情况 下 同时 对 正常 细胞 的 染色 体 标 本 杂交 ,可 获得 基因 组 中 DNA 扩 
增 和 缺失 等 的 整体 核 型 图 ,为 遗传 畸变 分 析 提供 了 一 种 基因 组 指纹 印记 的 检测 手段 ,但 CGH 
不 能 检测 DNA 的 结构 重 排 , 而 且 灵 敏 度 和 分 辩 率 受到 一 定 限制 。 

(=) DNA 纤维 - FISH 

在 用 FISH 技术 构建 DNA 分 子 图 谱 时 , 它 的 分 辩 率 , 即 两 个 不 同 DNA 探 针 能 够 被 检测 到 
的 最 小 距离 将 决定 分 子 图 谱 的 精确 程度 ,是 最 关键 的 技术 指标 。 由 于 所 使 用 的 靶 DNA 切片 的 
染色 体 或 DNA 分 子 结构 不 同 ,FISH 技术 所 能 达到 的 分 辩 率 水 平 差别 很 大 , 即 染色 体 或 DNA 纤 
维 的 浓缩 程度 越 高 ,分 辩 率 越 低 。 如 粗 线 期 染色 体 的 浓缩 度 比 中 期 染色 体 低 10 ~ 15 们 ,而 
DNA 纤维 比 中 期 染色 体 低 900 fio FAXE DNA 的 结构 与 FISH 的 分 辩 率 ,可 检测 DNA 的 长 
度 及 优 缺 点 进行 了 比较 。 


表 4 -2 ERER DNA 上 荧光 原 位 杂交 技术 的 比较 


P BRE 可 检测 DNA 
靶 DNA 结 果 kF 序列 范围 优点 和 缺点 
中 期 染色 体 1~3Mb >1Mb 保持 染色 体 结构 ,切片 容易 制备 
分 别 率 水 平 低 , 识 别 染 色 体 困难 
前 期 染色 体 200 kb > 200 kb 保持 染色 体 结构 
分 别 率 水 平 居 中 ,切片 不 易 制备 , 识 
别 染 色 体 困难 
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RR 
DBE 7 DN. 
| W DNA 结果 水 one 优点 和 缺点 

拉 长 的 中 期 染色 体 ”200 kb > 200 kh PRA KE BR AA 
分 辩 率 水 平 居中 , 拉 长 染色 体 不 均匀 ， 
识别 染色 体 困 难 

粮 线 期 染色 体 100 kb > 100 kb GREET ARASH RTT E, 
PREAERE 
切片 制备 不 易 

间 期 细胞 核 50 kb 50 kb~ 2 Mb 分 辩 率 水 平 高 ,切片 容易 制备 
无 染色 体 结构 

游离 染色 质 丝 10 kb 10 kb ~ 1 Mb 分 辩 率 水 平 高 
TREAT 

DNA 纤维 1 kb 1 kb~1 Mb 分 辩 率 水 平 高 
无 染色 体 结构 


纤维 - FISH 在 人 类 基因 组 研究 中 的 应 用 十 分 广泛 , 除 用 于 基 关 组 精确 作 图 和 辅助 基因 克 
隆 外 ,还 可 定量 分 析 不 同 克隆 之 间 的 排列 顺序 及 重 又 程度 ,决定 基因 之 间 的 物理 距离 及 方向 ; 
定员 检测 染色 体 的 重 排 和 缺失 ,分 析 靶 序列 的 拷贝 数 等 。 纤 维 - FISH 是 构建 邻接 克隆 群 
(Contig) 图 谱 的 有 力 工具 。 用 BAC、YAC 载体 构建 的 Contig 图 谱 需 要 对 同一 染色 体 上 相关 Con- 
tig 之 间 的 间隔 进行 封闭 。 现 有 的 分 子 技术 很 难 测量 这 些 间隔 的 尺寸 ,而 用 高 分 辩 率 的 纤维 - 
FSH 可 以 快速 准确 的 确定 克隆 之 间 的 重合 ,并 对 重重 程度 进行 定量 分 析 。 

纤维 - FISH 的 缺点 :DDNA 纤维 的 随机 断裂 可 能 导致 同一 探 针 的 信号 长 度 不 一 致 ;人 @ 
DNA 纤维 在 标本 制作 过 程 中 灾 性 程度 不 同 ,会 造成 局 部 损伤 ,或 伸展 程度 不 一 ,影响 定量 分 
析 ;@@ 纤 维 - FISH 的 结果 不 能 判断 探 针 的 染色 体位 置 ,应 与 中 期 染色 体 FISH 结合 应 用 。 

{三 ) 原 位 PCR - FISH 

即 在 原 位 PCR 的 底 物 中 加 入 已 被 荧光 标记 的 核 苷 酸 , 扩 堪 后 直接 进行 检测 ,省 去 杂交 程 
序 。 其 灵敏 度 可 比 常规 FISH 高 2 个 数量 级 。 它 的 缺点 是 PCR 固有 的 破 基 错 配 及 由 于 模板 损 
伤 可 存 扩 增 杂交 后 产生 假 阳 性 结果 。 但 经 过 条 件 优化 和 技术 改进 ,该 技术 仍然 很 有 发 展 前 途 。 


二 、FISH 技术 的 主要 应 用 


{一 ) 基 因 图 谱 的 绘制 

是 FSH 应 用 的 主要 方面 ,基因 制图 和 基因 定位 是 人 类 基因 组 计划 的 主要 任务 之 一 。 应 用 
FISH 技术 ,对 小 于 1 kb 到 几 个 MB 的 DNA 或 cDNA 片段 都 可 以 在 染色 体 上 精确 定位 ,而 且 可 
以 使 用 多 色 探 针 确 定 两 个 序列 间 的 物理 距离 和 排序 。 这 是 现 阶段 其 他 制图 方法 无 法 比拟 的 。 
高 分 辩 率 物理 图 谱 的 获得 和 轰 DNA 载体 的 选择 有 关 。 对 未 知 探 针 制图 的 程序 一 般 是 先进 行 
常规 的 中 期 染色 体 FISH, 将 探 针 大 致 定位 于 染色 体 区 带 水 平 ,然后 用 伸展 染色 质 进行 更 精确 
的 定位 ,如 先 制备 粗 线 期 染色 体 找到 目的 基因 相关 的 探 针 在 特定 区 域 的 定位 ,确定 相距 100 kb 
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的 DNA 序列 的 位 置 关系 ,进一步 在 DNA 纤维 上 进行 FISH 操作 ,构建 出 这 -- 区 域 的 物理 图 谱 。 
基因 定位 可 以 为 基因 连锁 分 析 提 供 更 多 的 DNA 标记 ,反之 也 为 更 多 基因 的 克隆 提供 信息 。 将 
目标 林 因 先 定位 ,再 克 降 的 定位 克隆 策略 是 寻找 疾病 相关 基因 的 一 项 重要 手段 ，FISH 技术 为 
将 日 标 基因 定位 在 染色 体 上 提供 了 有 效 的 方法 。 

{ 二 } 染 色 体 数目 和 结构 分 析 

高 分 辨 FISH 技术 结合 CCD 照相 机 和 共聚 焦 显 微 镜 设备 进行 图 像 分 析 , 可 以 直接 观察 不 
同 成 分 和 结构 组 成 以 及 染色 体 数 目的 改变 。 如 分 析 研 究 Alu 序列 和 LINE 序列 在 人 中 期 染色 
体 上 的 分 布 ,发 现 Am 序列 主要 在 及 带 ,Line 序列 主要 是 GAQ 深 带 。 如 利用 FISH 技术 观察 人 
类 基因 组 中 编码 基因 的 分 布 ,发 现 基因 主要 集中 在 C+ C 含量 最 丰富 的 DNA 区 。 使 用 几 种 定 
位 在 染色 单 体 不 同 部 位 的 单 拷贝 探 针 , 可 判断 中 期 染色 质 的 螺旋 构象 或 特定 DNA 序列 在 染色 
体 骨 架 上 的 位 置 。 此 外 ,FISH 可 以 直接 观察 染色 体 端 粒 、 定 位 着 丝 粒 的 重复 序列 以 及 研究 碱 
数 分 烈 的 重组 过 程 等 。 

染色 体 X. 了 ,13.18 和 21 的 数量 变化 常 与 先天 性 疾病 有 关 。 如 用 染色 体 着 丝 粒 重 复 序列 
作 探 针 , 很 容易 确定 分 裂 细胞 或 间 期 细胞 中 这 些 染 色 体 的 数目 。 又 如 实体 瘤 的 分 裂 期 细胞 很 
少 ,染色 体 研 究 一 向 比较 困难 。 而 FISH 技术 由 于 可 进行 间 期 细胞 的 数量 变异 分 析 , 而 且 能 辩 
认 常 规 显 带 分 析 中 难以 识别 的 标记 染色 体 的 来 源 , 因 此 在 肿瘤 细胞 遗传 学 中 发 挥 了 重要 作用 。 
如 Hopman 采用 FISH 技术 研究 膀胱 痪 ,发 现 9 号 染色 体 的 丢失 是 膀胱 癌 早 期 恶变 的 标志 ,而 且 
随 着 疾病 的 进展 ,伴随 有 额外 1 号 染色 体 的 出 现 及 四 倍 体 的 改变 。 

FISH 技术 还 可 检测 间 期 和 中 期 细胞 的 染色 体 易 位 及 位 置 特 异 的 断裂 点 。 在 正常 的 二 售 
体 细胞 ,每 一 对 染色 体 具 有 一 个 独立 的 荧光 信号 ,而 易 位 的 染色 体 上 显示 两 个 不 同 的 荧光 。 染 
色 体 彩绘 技术 尤其 适 于 这 种 易 位 分 析 。 

(三 ) 基 因 扩 增 与 缺失 的 检测 

在 FISH 技术 之 前 采用 的 检测 基因 扩 增 的 分 子 生 物 学 方法 如 Southern blot 等 不 仅 费时 费 
力 , 而 且 不 可 能 在 细胞 水 平 上 观察 到 基因 扩 增 的 状态 。FISH 特殊 的 分 辨 力 和 灵敏 性 使 其 能 定 
位 亲本 基因 和 扩 增 基因 ,在 间 期 细胞 核 上 显示 DNA 扩 增 的 直接 证 据 , 而 且 根据 扩 增 DNA 荧光 
信号 的 数量 和 欧 光 强度 可 以 判断 DNA 扩 增 的 水 平 。 特 别 是 当 细胞 遗传 学 发 现 有 异常 的 显 带 
区 咸 或 异 染色 质 区 时 ,可 根据 其 来 源 和 位 置 用 FSH 技术 进一步 得 到 直接 清晰 的 扩 增 信 息 。 同 
样 ,根据 茨 光 信和 号 的 有 无 也 可 以 检测 缺失 。 在 肿瘤 和 许多 遗传 性 疾病 的 研究 中 广 为 应 用 。 

FISH 作为 一 种 方法 学 对 于 染色 体 研究 具有 巨大 的 发 展 潜力 ,如 活 细 胞 FISH , FISH 结合 蛋 
白 检测 以 及 利用 高 分 辨 纤维 - FISH 研究 细胞 核 骨架 与 基因 表达 的 关系 等 , 它 可 以 为 遗传 重 
和 基 内 调控 的 研究 葛 定 结构 基础 。 


由 


(HEF BHR) 
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辐射 性 杂交 


内 容 提 要 


本 章 主要 以 C3 许 板 为 例 介 绍 了 辐射 性 杂交 的 基本 原理 和 在 EST 定位 、 寻 找 新 基因 、 
基因 克隆 、 数 色 体 上 位 点 排列 及 测 距 等 方面 的 应 用 ,以 及 与 RH 技术 有 关 的 网 站 和 数据 库 。 


辐射 性 杂交 (RH) 技 术 是 继 荧光 原 位 杂交 技术 后 ,国际 上 最 常用 的 基因 定位 的 方法 之 一 。 
RH 作 图 法 是 指 依靠 辐射 引起 断 点 ,利用 类 似 于 遗传 重组 原理 和 最 大 似 然 性 的 统计 学 方法 , 计 
算 存在 于 DNA 片段 上 的 多 态 性 或 非 多 态 性 标记 之 间 的 断 点 频率 ,估计 标记 之 间 的 距离 。 


第 一 节 ”辐射 性 杂交 的 基本 原理 


辐射 性 杂交 (radiation hybrid, RH) 制 图 技术 是 1975 年 由 Goss 和 Harris 创立 的 一 种 体 细胞 
杂交 技术 ,适用 于 构建 人 类 基因 组 长 范围 内 的 高 分 辨 率 连续 物理 图 谱 。 成 熟 的 辐射 性 杂交 制 
图 技术 是 由 Cox VR 等 人 于 1990 年 建立 的 。 利 用 高 剂量 的 X 射线 将 候选 染色 体 打 断 成 若干 片 
段 ,含有 这 种 片段 的 细胞 可 与 仓鼠 细胞 形成 杂交 克隆 。 在 这 种 杂交 中 ,人 类 染色 体 片段 被 插 人 
到 仓鼠 染色 体 的 中 间 部 分 ,因此 大 部 分 克隆 片段 在 进行 有 丝 分 裂 时 处 于 稳定 的 状态 。 利 用 类 
似 于 遗传 重组 原理 和 最 大 似 然 性 的 统计 学 方法 来 计算 存在 于 DNA 片段 上 的 多 态 性 或 非 多 态 
性 标记 之 间 的 断 点 频率 ,以 此 估计 标记 之 间 的 距离 ,并 建立 人 类 基因 组 拷贝 库 一 体 细胞 杂交 系 
统 。 可 根据 不 同 要 求 构建 出 断裂 程度 不 同 的 多 套 拷贝 ,从 而 得 到 不 同 分 辩 率 的 放射 杂交 图 。 
总 之 ,辐射 性 杂交 是 建立 在 受到 X 射线 照射 的 供 体 细胞 与 非 放 射线 处 理 的 受 体 细胞 融合 基础 
上 的 一 种 体 细胞 遗传 学 方法 ,是 利用 两 个 标记 之 间 被 X 射线 打 断 的 概率 来 计算 标记 之 间距 
离 , 通 过 类 似 于 减 数 分 裂 连 锁 制图 的 方法 来 确定 标记 之 间 的 顺序 。 

通常 在 RH 作 图 中 所 用 的 标记 是 序列 标签 位 置 (sequence - tagged site，STS)。STSs 作为 一 
种 基因 组 染色 体 路 标 是 由 Olson 等 于 1989 年 提出 的 ,是 物理 构图 的 一 次 革命 。STSs 是 在 染色 
体位 置 已 定 的 、 核 苷 酸 序列 已 知 的 、 且 在 基因 组 中 只 有 一 份 拷贝 的 DNA 短片 段 , 一 般 长 200 ~ 
500 bp。STSs 可 来 自 随机 的 DNA 序列 \ 以 前 已 经 定位 的 遗传 学 标记 和 表达 序列 标签 (expressed 
sequence tag, EST) STSs 是 从 单 拷贝 DNA 序列 发 展 而 来 的 一 对 PCR 引物 ,因此 STSs 是 基于 
PCR 方 法 的 DNA 标志 ,操作 简单 快速 。 每 个 STSs 在 基因 组 内 有 特定 而 单一 的 同 源 位 置 。 特 
定 的 STSs 在 一 套 基因 组 结构 上 只 出 现 一 次 ,使 得 把 相应 的 克隆 库 中 的 克隆 进行 排序 变 得 更 准 
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确 .更 科学 ,STSs 在 物理 图 谱 中 的 重要 性 有 : 

1. 它们 可 用 来 特异 性 的 定义 YAC、 烙 粒 或 哄 菌 体 克 隆 。 

2, STSs 可 鉴定 出 与 特定 克隆 存在 重合 的 克隆 。 

3. 在 计算 机 数据 库 中 的 各 种 物理 图 谱 可 以 用 STSs 这 种 通用 语言 统一 起 来 。 

基于 STSs 的 物理 图 谱 不 仅 对 各 种 方法 构建 的 物理 图 谱 进行 整合 ,而 且 也 可 对 遗传 图 谱 、 
基因 图 谱 等 各 类 图 谱 进 行 整合 。 因 此 ,在 基因 组 作 图 和 测序 中 ,各 个 实验 室 发 表 的 DNA 测序 
数据 或 构建 的 物理 图 可 用 STSs 加 以 鉴定 和 验证 ,并 确定 这 些 测序 的 DNA 片段 在 染色 体 上 的 
位 置 。 用 STSs 作为 通用 的 标记 ,有 利于 汇集 各 实验 室 发 表 的 数据 和 资料 ,保证 作 图 和 测序 的 
准确 性 ,并 把 用 不 同方 法 获得 的 图 谱 统 一 起 来 实现 资源 共享 。 

一 、 构 建 RH 图 谱 的 方法 

1.63 HHP Æo F 10 000 Rads X 射线 照射 人 类 男性 二 倍 体 淋 巴 母 细胞 系 RM, 然 后 在 
50% (m/v) PEG 存在 的 条 件 下 与 中 国 仓 局 细胞 系 A3 融合 。 融 合 细胞 用 HAT 选择 性 培养 10 ~ 
14 d。 分 离 培养 独立 的 克隆 细胞 , 抽 提 基因 组 DNA。 

2. 确定 STSs。 用 Primer 软件 设计 PCR 引物 ,选择 适合 多 数 STSs 扩 增 和 PCR 产物 大 小 为 
100 ~ 300 bp 的 PCR 条 件 。 

3.PCR 体系 及 反应 条 件 。 对 于 每 一 个 STS 来 说 是 由 83 个 辐射 性 杂交 系 、2 个 人 类 基因 组 
DNA 作 阴性 对 照 、2 个 仓 杞 基因 组 DNA 作 阴 性 对 照 .9 孔 以 水 为 对 照 组 成 的 96 FL PCR 模式 。 

反应 条 件 : 


E] 


94 © 90 s > 94 T 15 s — 62 T 23 s > 72 C 30 s > 72 © 210 s 
t 30 次 循环 | 


PCR 扩 增 后 ,每 个 反应 体系 中 加 人 5 pL 上 样 缓冲 液 ,总 体积 为 15 ple 

取 12 4L 的 混合 液 点 样 于 3% 琼 脂 糖 胺 ,1x TBE, EBR. MspI HIH pBR322 作为 分 子 
大 小 的 标记 。 

电泳 后 紫外 线 照射 ,640 x 480 - pixel CCD 照相 机 拍照 。 将 图 像 传送 到 UNIX 工作 平台 。 

为 避免 出 错 , 每 一 个 STSs 都 要 平行 做 两 次 96 孔 模式 的 PCR。 因 此 ,每 一 个 STSs 需 做 192 
次 PCR , 走 两 块 电泳 胶 。 

用 DNA《GUI 软 件 对 PCR 结果 进行 半自动 分 析 。 若 一 个 STSs 于 同一 个 杂交 系 中 ,并 在 两 
块 胶 中 都 有 阳性 条 带 或 都 无 条 带 , 则 对 该 STSs 在 相应 杂交 系 进行 得 分 计算 。 但 是 , 若 在 两 块 
胶 中 的 结果 不 一 致 ,这 样 的 STSs 不 易 使 用 。 平 均 每 一 个 ST 在 两 块 胶 中 的 不 一 致 率 应 小 于 
1%。 车 一个 STSs 不 一 致 率 大 于 8% , 则 放弃 。 用 该 方法 C3 RH REIN 8 196 个 STSs 得 分 。 

4. 构建 RH 图 谱 。 构 建 RH 图 谱 是 利用 从 人 类 双 倍 体 细胞 全 基因 组 RHs 获得 的 资料 ,使 
用 计算 机 软件 一 SAMAPPER ,构建 含 许多 标记 的 RH 图 。SAMAPPER 是 利用 标准 的 最 大 似 然 性 
合计 临近 标记 间 的 瑟瑟 可 能 性 ,从 而 估计 某 一 个 标记 的 位 置 。C3 构图 法 是 首先 初步 确定 在 某 
一 染色 体 上 所 有 标记 的 最 大 可 能 性 顺序 ,然后 分 成 20 ~ 35 个 连锁 群 ,同时 确定 在 每 一 个 连锁 
群 中 标记 的 可 能 顺序 。 为 实现 长 距离 的 连续 性 和 确定 连锁 群 间 的 相对 顺序 ,G3 构图 法 还 利用 
了 Genethon 减 数 分 裂 连锁 图 中 已 排 好 序 的 1 381 个 STSs, 以 模拟 退火 法 (simulated annealing al- 
gorthm) 来 研究 标记 最 可 能 的 位 置 及 标记 各 的 顺序 。 所 以 这 又 称 为 综合 排序 (comprehensive or- 

.52 ， 


第 五 章 ”辐射 性 杂交 


der) 或 高 可 信和 度 的 排序 。 


在 上 述 8196 个 STSs 中 ,有 1 181 个 在 RHs 中 的 得 分 模式 与 一 个 或 更 多 个 STS 相同 , 像 这 


样 的 STSs 称 为 重复 STSs。 因 此 ,只 有 7 015 个 STSs 可 被 用 作 RH HE 


图 。 在 同一 连锁 群 中 的 所 


有 标记 ,至 少 与 该 连锁 群 中 的 一 个 标记 的 LOD 值 等 于 或 大 于 6。 对 于 某 一 条 染色 体 上 用 至 少 


含 一 个 Genethon STSs 的 LOD 6 连锁 群 作 图 ,7 015 个 STSs 中 间 时 答 


合 上 述 条 件 的 只 有 5 545 


个 - 然后 每 一 个 染色 体 的 所 有 连锁 群 形 成 一 个 连锁 群 。 最 后 利用 模拟 退火 algorithm 对 每 一 个 


染色 体 上 的 标记 进行 排序 。 总 之 ,该 过 程 产生 了 独特 性 的 连锁 群 , 利 
图 中 已 排 好 序 的 标记 来 识别 和 纠正 连锁 群 间 错 误 排序 ,实现 了 图 谱 长 距离 的 连续 性 。 
一 -条 染色 体 综合 排序 和 1 000:1 bins 系 建立 后 ,每 次 从 所 建 染 色 体 图 
计算 该 条 染色 体 的 总 长 度 。 如 果 删 除 一 个 标记 ,使 染色 体 图 谱 长 度 缩减 20 ck 10 000, 则 该 
标记 称 为 扩 增 子 (expander) 并 将 永远 从 图 中 删除 ,那么 该 染色 体 


用 Genethon BALA BE Ht 
谱 中 删除 一 个 标记 ， 


-的 高 可 信 度 标记 顺序 和 


1000:1 bins 系 又 具有 新 的 连锁 关系 , 需 重 新 计算 并 寻找 扩 增 子 。 每 条 染色 体 至 少 经 过 四 次 循 
环 来 删除 所 有 的 扩 增 子 。 在 5 545 个 用 来 构建 图 谱 的 STSs 中 ,有 496 个 扩 增 子 。 因 此 在 整个 


RH 图 谱 中 共有 5 049 个 排序 的 STSs 和 1 766 个 1 000:1 bins。 除 此 以 多 


述 5049 个 STS 的 某 一 个 具有 
了 排序 和 定位 。 


目前 关于 人 类 基因 组 RH 
(GBA) Hti JTI 10 000 rad X $i 


j 线 处 理 的 C3 HRA A 


昌 同 的 得 分 模式 ,所 以 也 可 以 说 RH 


=, RH K A 


,945 个 重复 STS 与 上 
谱 中 对 5 944 个 STSs 进行 


图 谱 的 拒 板 有 3 种 :用 3 000 rad X 射线 处 理 的 Cone Bridge 4 
H 50 000rad X 射线 处 理 的 TNG WAR. HP 


最 常用 的 有 CB4 和 C3 HAR. CBA RARER AREFE HFL 121 作为 供 体 ,中 国 仓 忌 细 胞 


AB 作为 受 体 进行 融合 ,并 经 较 低能 量 X 射线 (3 000 rad) BA 
个 系统 可 用 于 未 知 DNA 标志 的 定位 。DNA 标记 之 间 


以 与 连锁 分 析 一 样 测定 大 区 间 
为 " 自 上 而 下 "的 


信息 ) 的 确 对 于 染色 体 或 基因 组 范 


时 产生 的 ,由 93 个 细胞 株 组 成 ,这 
的 定位 精确 度 约 为 1-~ 5 Mb。 该 系统 可 
(0.3% ~ 1% 基 因 组 ) 内 的 连锁 关系 。 这 种 大 跨度 连锁 关系 ( 称 
的 连锁 图 谱 或 物理 图 谱 的 购 建 起 着 重要 


作用 。G3 SB ARSED ASE RM 淋巴 母 细胞 株 为 供 体 ,仓鼠 胸腺 喀 啶 激酶 缺陷 A3 细胞 株 作 为 受 
体 ,经 细胞 融合 并 经 X 射线 8 000 mad 照射 产生 的 , 共 包 含 83 个 不 同 的 杂种 细胞 株 。 应 用 这 一 
系统 可 以 测定 不 同 DNA 标志 在 染色 体 上 的 次 序 并 给 出 标志 之 间 的 相对 距离 ,其 精确 度 可 达 


100 kb。 该 系统 适用 于 对 某 一 DNA 已 知 其 粗略 染色 


体位 置 而 需要 更 精细 定位 时 使 用 ,而 不 适 


用 于 未 知 DNA 标志 。 对 未 知 标志 需要 先 用 上 其 他 方法 (如 用 GB4 HABLA FISH 法 ) 进 行 粗略 的 定 


位 。 
表 5-1 3 种 RH 图 比较 
fA GB4 G3 ING D 
嵌 板 中 杂交 系数 目 9342 PAR 83+2 个 对 照 90+2 个 对 昭 
(HFL 和 A23) (RM 和 A3) (MR 和 A23) 

每 个 杂交 系 存留 o 

染色 体 (%) 30% 18% 16% 

片段 的 平均 大 小 10 Mb 4 Mb 800 kb 

和 射线 剂量 与 距离 1 cRaow = 270 kb 1 cR = 25 kb 1 ceRso = 4 kb 
RH 图 谱 的 平均 分 辩 率 1.000 kb 267 kb 60 kb 
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第 二 节 ”RH 图 谱 的 应 用 


辐射 性 杂交 技术 是 继 荧 光 原 位 杂 突 后 新 近 建 立 的 染色 体 定位 方法 , RH 作 图 法 提供 了 一 
种 联系 物理 图 和 遗传 图 的 方法 ,已 成 为 当今 构建 人 类 基因 组 大 尺度 、 高 密度 .连续 的 染色 体 图 
的 党 用 方法 之 - -。 其 用 途 主 要 有 :EST 定位 .基因 克隆 .基因 组 作 图 .测定 距离 .寻找 新 基因 等 。 
一 、EST 定 位 

这 是 RH 虽 前 最 主要 的 作用 。RH 对 FST 定位 快速 .简单 易 行 ,定位 精度 高 ,根据 统计 学 方 
法 可 直接 定位 。 到 目前 为 止 ,新 发 现 的 基因 用 RH 定位 的 有 上 百 条 。 现 以 G3 RAB, LA RH 
图 对 FST 进行 定位 的 过 程 。 

L 引物 设计 。 根 据 所 要 定位 基因 的 序列 设计 引物 。 引 物 长 着 25 ~ 30 bp 之 闻 , 退 火 温度 
Tm > 65 Y ,两 条 引物 之 问 的 Tm 差 值 <2 To 

引物 的 位 置 要 求 位 于 3' 非 翻译 区 ,因为 人 类 基因 的 3' 非 翻译 区 很 少 有 内 含 子 , 这 样 从 基因 
的 cDNA 估计 的 PCR 产物 的 长 度 与 从 基因 组 DNA 扩 增 的 长 度 相向 。 引 物 设计 好 之 后 ,应 和 作 核 
酸 同 源 性 比较 ,应 避免 引物 与 仓鼠 的 基因 组 的 同 源 性 。 如 无 法 避免 , 则 在 引物 3 端 至 少 有 3 个 
碱 基 与 仓鼠 的 基因 组 有 差 撕 ,这 是 因为 RH 定位 的 模板 是 83 个 人 与 仓鼠 的 杂交 细胞 系 。 

2. PCR 反应 体系 : 


MillQ M0 5.6 pL 
10 x 反应 缓冲 液 1.0 uL 
5 引物 (10 uM) 1.0 pL 
3 引物 (10 pM) 1.0 pL 
ANTP(200 pM each) 0.2 uL 
63 放射 杂交 系 1.0 pL 
Flongase ( Tag BE) 0.2 pL 
总 体积 10.0 pL 
3. 循环 参数 ， 
温度 时 间 (min) 
95 © 10:00 
94% 0:30 
60 C 0:30 |30 cycles 
2 0:23 
TC 3:30 
4 forever 
4. 电泳 。PCR 反应 后 ,每 个 反应 体系 中 加 人 2 pL 3 x loading buffer 
3 x loading 染色 液 : 


0.1M EDTA pH 8.0 
0.025% (w/v) RME 
10% (w/v) Ficoll 400 
制备 3% 的 Agarose BE, HL 4 26 HET, KAS 1x TRE 电泳 液 中 。 每 个 泳 道 上 样 
10.0 HL 反应 液 。 在 每 一 排 的 最 外 面 的 泳 道中 中 人 用 Msp 1 消化 的 pBR322 marker。 在 电压 为 
.54 . 


BAR PA 


120 V 条 件 下 ,电泳 45 ming 

5. 电泳 图 像 。 将 电泳 胶 放 人 紫外 线 暗箱 中 ,用 640 x 480 的 pixel CCD 照相 机 照相 ,并 以 
TIEF 格式 保存 下 来 。 

6. 分 析 。 在 结果 中 有 PCR 产物 的 杂交 系 记 为 1, 没 有 的 记 为 0, 因此 ,该 结果 是 由 一 系列 
的 1 和 0 组 成 。 利 用 软件 自行 分 析 或 将 结果 及 电泳 图 也 -~ mail 到 RH 服务 中 心 , 只 需 等 待 1~2 
个 星期 就 可 获得 定位 结果 了 。C3 HHA Cene Bridge panel 的 分 析 软 件 可 以 从 互联 网 (http:// 
www. sph. umich. edu/group/stagen/ software) 获得 或 从 Mike Boehnke 博士 (Beohnke@ sph. unmich. 
edu) 处 获得 ;也 可 把 PCR 结果 数据 通过 E—mail 分 别 送 往 Stanford (rhserver@ shge. stanford. edu, 
使 用 G3 BRAT) BR Whitehead/MIT Center for Genome Research (http://www ~ genome. wi . mi . edu/ 
ogi — bin/contig/thmapper. pl, (1) CB4 HOARE) , BE Re Be A Bh AT IRAE FR Eb A E 
回 。 现 在 绝 大 多 数 研究 者 是 采用 第 二 种 方法 。 

在 定位 时 可 联合 使 用 几 种 典 板 ,如 GB4 和 G3 嵌 板 联合 使 用 ,对 G3 筷 板 无 法 定位 的 ,也 可 
用 (4 赃 板 。 也 可 与 其 他 技术 (如 荧光 原 位 杂交 技术 ) 联 合 使 用 。 现 以 纤维 母 细 胞 生长 因子 18 
(FGR18) 为 例 阐 述 如 下 o 

以 FGF18 cDNA 的 序列 设计 引物 :5'GAC GAT GTG AGC CCT AAG CAG CT 3' 和 5'GCA TAC 
TIG TCC CCA TCC TCC CCG CG 3'。 以 GB4 和 G3 嵌 板 为 模板 经 过 上 述 人 ~ @ 步 又 结果 分 别 为 
10000 10100 11001 00000 00001 10010 00010 00100 01000 11000 10000 0000100010 00000 00000 
00000 01010 00011 001 和 10000 10000 00001 01000 00000 00000 60010 00000 00000 00000 10000 
00000 01020 10000 00000 00000 000。 将 结果 分 别 E ~ mail 到 Whitehead/MIT Center for Genome 
Research(hitp: //www - genome. wi. mi, edn/cgi — bin /contig/ rhmapper. pl) #1 Stanford ( rhserver@ 
shge. stanford.edu) 。 以 6B4 为 模板 定位 结果 是 距 WI - 6737 标记 的 远 端 0.10cR3000 (LOD = 
15), BL G3 为 模板 定位 结果 是 距 SHGC ~ 14309 标记 的 远 端 gcR10000 (LOD = 8.76) 0 PIR 
板 的 定位 结果 都 是 将 FGF18 定位 在 NCBI GeneMap "99 上 D5S504 (175.3 eM) D5S677 (182.4 
cM) 之 间 , 即 定位 在 5q34 ~ q35 染色 体 区 段 间 。 

人 StanfordG3 和 GeneBridges PAR AORESE ,加强 了 不 同 RH 嵌 板 之 间 的 联合 ,加 速 了 新 EST 
的 定位 。EST 被 组 装 进 有 重要 的 转录 单位 ,和 遗传 图 的 多 态 标记 一 起 排序 ,产生 的 不 同 基因 组 
作 图 来 源 的 综合 标记 图 ,对 其 基因 组 的 遗传 图 ,物理 图 和 转录 图 完成 有 重要 作用 。 
=, RMA 

利用 RH 图 中 的 标记 ,可 寻找 其 周围 的 基因 。 例 如 ,染色 体 的 2p15 - p6 区 位 于 多 态 标记 
D25119 和 D2S378 之 间 , 包 含 约 16cM 的 距离 ,是 未 知 盲区 ,利用 构建 的 2p5 ~ p16 RH 图 发 现 有 
2 个 基因 CNC 和 DHRD 位 于 该 区 域内 。 

Horrigan 等 构建 了 一 个 6Mb WRIA 5 号 染色 体 q31 区 的 高 分 辩 率 图 ,包括 175 个 STSs; 
其 中 33 个 有 遗传 多 态 人 性。 该 图 促进 了 几 个 基因 的 发 现 ,包括 诬 体 肌肉 营养 失调 症 (limb girdle 
muscular dystrophy type A) 和 急性 茜 性 白血病 和 骨 和 散发 育 不 良 症 (aeute myeloid leukemias and 
myelodysplasia) 的 基因 。 显 示 利 用 RU $ALE Re AE 


三 、 基 因 克 隆 


20 世 纪 70 年 代 开始 的 人 类 基因 克隆 主要 采用 ”功能 克隆 法 ”, 即 从 相应 的 mRNA 或 蛋白 
质 出 发 ,借助 免疫 反应 分 离 纯化 相应 的 mRNA 或 蛋白 进行 氨基 酸 测序 ,然后 以 此 为 探 针 克隆 科 
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选 出 所 村 的 基因 。20 世纪 80 年 代 开 始 借助 物理 图 谱 尤其 是 RH 图 谱 进行 "定位 克隆 ”。 其 基 
本 思路 见 图 5- 1。 


遗传 家 系 连锁 分 析 定位 候选 克隆 候选 基因 突变 检测 
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图 5- 1 人 类 物理 图 谱 在 疾病 基因 克隆 研究 中 的 应 用 


随 着 基因 组 测序 的 完成 ,表达 谱 的 发 展 ,EST、.eDNA 或 全 长 DNA 资料 的 日 益 丰富 ,一 旦 某 
一 基因 被 定位 ,很 容易 从 数据 库 中 查 到 可 以 作为 候选 的 基因 或 DNA 顺序 并 可 立刻 进行 突变 检 
测 ,这 就 给 基因 的 识别 和 克隆 创造 了 条 件 。 

四 、 测 定 距 离 

RH 图 是 检查 染色 体 上 位 点 排列 和 估算 它们 之 间距 离 的 一 种 有 效 方法 。RH 图 含有 大 量 
位 置 和 排序 高 度 忠实 性 的 遗传 标记 ,经 过 相应 的 统计 软件 分 析 标 记 之 间 的 连锁 关系 ,可 得 到 标 
记 和 EST 之 间 的 距离 ,对 于 位 置 和 排序 不 确定 的 少量 标记 ,标记 的 位 置 可 根据 多 数 情况 下 的 
表现 进行 估计 。 


五 、RH 相关 网 站 及 RH 数据 库 


要 想 更 加 详细 的 了 解 RH, 可 查询 RH 相关 网 站 和 RH 数据 库 。 

RH 相关 网 站 : 

http: //compgen . rutgers. edu/thmap 

http://www. ncbi. nlm. nih. gov/entrez/genome/ org. himt 

http: //www-genome , wi. mit. edu/cgi-bin/ contig/thmapper. pl 

http: //www-shgc. stanford. edu 

http://www. ebi ac . uk/ thdb 

RH 数据 库 是 储存 与 辐射 性 杂交 相关 的 原始 资料 的 数据 库 , 包 括 关于 舱 板 、 实验 条 件 、 
STSs .实验 结果 、RH 图 谱 、 作 者 及 文献 目录 等 。 研 究 者 可 通过 以 下 几 种 方式 查询 RH 数据 库 : 


Internet: http://www.. ebi . ac . uk/ RHdb 
FTP server: fip://ftp. ebi .ac. uk/pub/databases/RHdb 
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Email; thdb@ ebi. ac. uk( enquiries and submission) 

目前 RH 数据 库 中 已 含有 几 千 个 DNA 位 标 ,对 于 任何 未 知 DNA 标志 的 定位 与 其 他 方法 相 
比 是 非常 简便 的 ,可 在 一 天 内 得 到 结果 。 

AY RH 的 优 缺点 

荧光 原 位 杂交 (FTSH) 法 和 辐射 杂种 细胞 系 (RH) 技 术 是 国际 上 最 常用 的 基因 定位 的 两 种 
FSAI. FISH 可 以 定位 基因 组 中 多 个 同 源 位 点 ,结果 直观 .可 靠 ,而 RH 法 则 很 困 
难 。 但 是 FISH 法 检测 步骤 繁杂 , 尤其 受 探 针 大 小 的 影响 较 大 ,2kb 以 下 的 cDNA 序列 很 难 定 
位 ,而 且 结 果 需 要 有 经 验 的 细胞 遗传 学 家 进行 分 析 。RH 法 简单 易 行 ,定位 精度 高 ,适合 小 于 
ikb~ 2kb 以 下 的 序列 ,根据 统计 学 方法 可 直接 定位 。 其 结果 也 便于 不 同 实验 室 间 比较 。 和 其 
他 作 图 法 相 比 ,RH 作 图 法 是 依赖 于 辐射 引起 的 断 点 而 不 是 千 减 数 分 裂 重 组 得 到 的 断 点 ,是 
种 完全 独立 的 方法 ,所 以 是 一 个 互补 的 作 图 方法 ,可 利用 所 有 不 同 的 STSs, 具 有 巨大 的 DNA 补 
充 潜力 ,从 而 有 利于 整合 不 同 的 遗传 和 转录 图 以 及 所 有 基因 组 位 标 ( 无 名 序列 .中 心 粒 和 端 
RL). 


但 是 RH 法 也 受到 某 些 自身 条 件 的 限制 ,RH APE Te EH I A EA 
组 DNA, 可 以 看 作 是 在 仓 局 基因 组 DNA“ 背 景 "下 相 区 别 。 如 有 些 基 因 无 法 定位 的 原因 即 在 于 
它 的 序列 包括 阅读 框架 以 及 3'UTR 区 域 与 仓鼠 的 相似 性 高 达 90% 以 上 。 此 外 ,做 ESTs 或 全 长 
cDNA 定位 的 引物 为 cDNA 序列 ,而 RH 法 是 在 基因 组 DNA 上 扩 增 出 相应 的 片段 ,由 于 内 合子 
序列 的 存在 , 扩 增 结果 与 引物 设计 的 部 位 直接 有 关 , 一 般 应 选用 3'UTR 部 位 的 序列 。 还 应 指 
出 ,用 RH 法 能 否 成 功 定 位 ,依赖 于 该 基因 所 在 染色 体 区 域 上 合适 位 标的 存在 。 如 果 现 有 的 
RH 图 中 此 区 域 分 布 的 合适 位 标 过 少 ,可 改 用 位 标 位 点 多 的 插 板 。 因 此 随 着 今后 RH 图 精度 的 
提高 , 越 来 越 多 的 STS 被 放置 于 染色 体 上 ,有 望 弥补 这 个 缺陷 。 


(EEF) 
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， 第 六 章 
计算 机 克隆 及 染色 体 定位 


内 容 提要 


简要 介绍 了 计算 机 克隆 的 基本 原理 \ 背 景 和 具体 操作 步骤 ;用 计算 机 分 析 进行 染色 体 
的 精确 定位 ;并 简单 提示 热 练 掌 握 和 运用 美国 生物 入 息 中 心 (NCBI) 的 各 种 数据 库 和 软件 
可 提高 基因 分 析 的 效率 。 


第 一 节 ”计算 机 克隆 


一 、 基 本 原理 


传统 上 ,克隆 一 新 基因 的 cDNA 全 长 涉及 文库 的 筛选 ,因而 很 费时 费力 。 随 着 人 类 基因 组 
计划 测序 的 完成 和 转录 图 计划 的 进行 ,现在 借助 计算 机 可 大 大 加 快 基因 克隆 的 过 程 。 计 算 机 
痪 隆 主 要 是 借助 计算 机 和 ESTs( Expression sequence lags) 分 析 从 而 克隆 基因 。ESTs 是 短 的 ( 约 
200 ~ 600 bp) WF cDNA 克隆 3' 或 5' 端 的 .只 经 一 次 测序 的 cDNA 序列 片段 。 由 于 ESTs 数据 
库 中 有 大 量 来 源 于 各 种 生物 (截至 到 2002 年 6 月 28 日 ,GenBank 中 共有 11 948 269 条 ESTs, 其 
中 有 4 464 710 条 人 ESTs.) 各 种 不 同 发 育 阶段 和 不 同 组 织 来 源 的 ESTs, 所 以 同一 个 基因 会 有 
许多 相互 重叠 的 ESTs 序列 ,因此 可 以 采用 头 尾 相 接 的 方法 不 断 延 伸 从 而 用 其 来 构建 一 contig 
(重奏 克隆 或 序列 的 拼接 即 为 contig, 这 里 译 为 “重合 克隆 群 ") ,再 以 该 重 竹 克 隆 群 为 被 检 序 列 ， 
重复 相似 性 比 对 延伸 过 程 ,直至 不 能 延伸 为 止 。 这 一 重合 克隆 群 有 可 能 代表 了 一 基因 的 cDNA 
(全 长 )。 在 这 么 多 的 ESTs 中 ,通过 仔细 的 筛选 ,有 可 能 找 出 一 个 基因 的 大 部 分 序列 ,这 就 是 计 
算 机 克隆 的 大 致 原理 。 

=, 现状 与 发 展 

早 在 6~ 7 年 前 已 有 文献 报道 了 可 用 计算 机 克隆 出 新 基因 ,国内 近 1 ~ 2 年 亦 有 这 方面 的 
报道 。 然 而 由 于 ESTs 序列 信息 的 快速 增长 ,使 用 ESTs 数据 库 克 隆 新 基因 或 蛋白 家 族 新 成 员 
变 得 越发 困难 。 如 从 已 知 的 100 个 左右 的 小 GTPase 家 族 出 发 ,寻找 该 家 族 新 成 员 , 通常 过 程 
如 下 :这 100 个 已 知 序列 必须 首先 搜寻 约 4.5 百 万 条 ESTs( 截 至 到 2002 年 6 月 28 日 ), 每 次 数 


据 库 搜寻 平均 产生 500 条 与 小 GTPase 有 显著 相似 性 的 ESTs, 最 后 的 工作 是 将 这 100 次 搜寻 所 
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得 ESTs 与 已 知 看 白 序列 比较 ,以 寻找 与 原 100 个 小 GTPase 家 族 成 员 不 同 的 序列 。 若 考虑 到 
ESTs 测序 的 错误 和 同 源 序列 的 进化 差异 ,这 一 过 程 则 更 为 复杂 。 目 前 有 一 些 计算 机 程序 可 用 
以 辅助 分 析 这 一 过 程 ( 如 ESTblast, 其 网 址 为 http://www. hemp. mre. ac. uk/ESTBlast/; E ~ 
CLONE, 其 网 址 为 http: //bioinfo. biosino. org: 9090/clone. hml 等 试图 通过 计算 机 直接 克隆 基因 
的 cDNA 全 长 。), 并 有 一 些 新 方案 。 但 是 用 ESTs 拼接 的 方法 并 非 总 能 得 到 理想 结果 。 作 者 认 
为 ,ESTs 对 绘制 人 类 幅 传 图 和 物理 图 起 了 很 重要 的 作用 。 但 是 随 着 人 类 基因 组 序列 图 的 完成 
和 转录 图 的 进行 ,单纯 用 ESTs 拼接 的 方法 克隆 新 基因 的 价值 已 远 不 如 几 年 前 。 国 外 高 水 平 的 
科学 杂志 上 很 难 见 到 对 人 类 单纯 用 计算 届 克 隆 新 基因 并 进行 功能 研究 的 论文 (其 他 物种 除 
外 )。 但 是 ESTs 在 人 类 基因 组 研究 中 继续 扮演 着 其 他 重要 角色 ,例如 可 以 用 ESTs 合计 基因 的 
时 空 特异 性 分 布 从 而 解析 基因 的 功能 。 当 然 由 于 数据 递交 的 偏 性 ,用 计算 机 佑 计 的 结果 必须 
用 实验 方法 如 经 典 的 Northem Blot 验证 。 
三 、 操 作 步 又 
根据 21 和 ?22 号 染色 体 上 上 的 基因 结合 EST 估计 ,人 类 共有 约 30 000 ~ 35 000 个 基因 。 据 
人 类 基因 组 测序 联合 组 创建 的 ICI. 1(initial integrated gene index) 估 计 , 目 前 含 24 500 个 真正 的 
基因 ,还 有 数 千 个 人 类 未 知 基因 。 在 这 些 未 知 基因 中 , 属 全 新 的 基因 ( 即 不 属 任何 已 知 家 族 的 
基因 ) 非 常 少 ,许多 基因 可 能 属 已 知 家 族 的 未 知 成 员 , 因 而 现在 很 少 有 人 会 温 无 目的 地 从 浩瀚 
的 ESTs 数据 库 中 寻找 新 基因 ,因此 借助 计算 机 分 析 , 在 克隆 已 知 家 族 新 成 员 方 面 尚 有 作为 。 
然而 由 于 人 类 基因 转录 调控 机 制 的 复杂 性 ,在 实际 克隆 新 基因 的 过 程 中 比较 复杂 ,例如 人 
的 UniGene 数据 库 ( 由 GenBank 通过 计算 机 分 析 和 卫生 而 来 ) 共 有 101 698 $R (UniGene Clusters), 
其 中 含 632 551 条 未 知 ESTs(UniGene Build #151,2002/5/27)。 而 据 UniGene 的 定义 ,每 一 Uni- 
Gene 簇 应 对 应 于 一 个 基因 。 这 里 想 说 明 的 是 ,任何 借助 计算 机 克隆 的 结果 必须 得 到 实验 的 验 
证 。 
用 计算 机 克隆 已 知 家 族 新 成 员 的 一 般 步 又 如 下 : 
1. 以 已 知 家 族 成 员 保守 的 氨基 酸 序列 为 探 针 , 查 询 ESTs 数据 库 。 
2. 仔细 筛 查 相 匹配 的 ESTs, 以 决定 哪些 是 已 知 家 族 基 因 的 ESTs ,哪些 可 能 代表 了 未 知 家 
族 成 员 的 新 ESTs。 
3. 利用 ESTs 具有 相互 重合 特性 ,尽量 从 数据 库 中 搜寻 出 可 能 代表 新 成 员 的 ESTs。 
4. 用 计算 机 将 搜寻 到 的 所 有 ESTs 进行 拼接 ,产生 最 长 的 cDNA 序列 ,并 比较 其 与 已 知 基 
的 关系 。 
5. 计算 机 分 析 所 产生 的 最 长 的 cDNA 序列 有 无 完整 读 码 框 ,根据 不 同 组 织 来 源 的 ESTs f 
计 该 "基因 "的 组 织 分 布 等 。 
6. 实验 验证 :包括 RT- PCR( 有 时 5'RACE) 验 证 全 长 cDNA。Northem Blot 证 实 长 度 、 选 择 
性 剪接 转录 本 及 组 织 学 分 布 。 


四 、 一 点 经 验 


正如 上 面 所 说 ,实际 工作 中 用 计算 机 克隆 涉及 多 方面 的 知识 ,这 里 简单 介绍 笔者 的 一 点 体 
会 ,可 供 参 考 , 希 能 对 读者 有 所 神 益 。 
1. 由 于 ESTs 是 一 次 测序 结果 ,可 能 有 测序 错误 ,所 以 如 拼接 的 序列 不 含 较 长 的 读 码 杠 
时 ,此 时 要 结合 核酸 相似 性 比较 的 结果 ,仔细 鉴别 其 是 否 确 为 测序 错误 。 
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2. 许多 情况 下 用 ESTs 拼接 所 产生 的 重 倒 克隆 群 并 非 cDNA 全 长 ,这 里 有 建 库 的 原因 。 基 
因 的 真正 外 显 子 常 处 于 重大 克隆 群 的 前 一 个 外 显 子 。 此 时 若 能 结合 Northem Blot 结果 ,外 显 子 
中 等 大 小 的 长 度 约 为 122 bp, 平 均 大 小 为 145 bp, 据 此 可 以 推断 其 真正 的 cDNA 全 长 。 

3. BLAST RH E 值 对 最 后 结果 很 重要 。E 值 又 称 期 望 值 (expeetation value) ,是 指 在 等 
于 或 大 于 分 值 5 时 ,搜索 到 的 排列 在 数据 库 中 随机 发 生 的 可 能 性 。EE 值 越 低 ,得 分 $ 越 有 显 
著 性 。BLAST 搜索 证 实 一 致 序列 时 ,EE 值 太 高 ,会 导致 匹配 旁 系 同 源 物 ( 见 本 书 计算 机 分 析 部 
分 ); 太 低 ( 即 太 严 并 ) 会 导致 假 阴 性 , 即 由 于 ESTs 测序 错误 等 原因 搜索 不 到 真正 阳性 ESTs FF 
列 。 实 际 操作 中 对 ESTs 数据 库 可 将 E 值 定 在 10~ 20 e 左右 。 实 际 操作 时 需 经 BLAST 搜索 预 
实验 , 定 值 范围 。 

4. 寻找 新 基因 时 , 若 结 合 基因 预测 软件 (如 GenScan: http: //genes.. mit .edu/GENSCAN, html) 
和 其 他 物种 的 同 源 基因 信息 ,有 时 能 提供 相互 参考 的 信息 。 

5. 利用 UniGene 的 ESTs 和 SAGE( http: //www. ncbi. nlm. nih. gowSAGE/) 进 行 组 织 学 分 布 
不 是 特别 可 靠 。 例 如 心脏 的 Troponin KeTnI) 是 一 个 已 知 的 心脏 特异 表达 的 基因 ,其 与 Troponin 
TALC 构成 横 纹 肌 Troponin 复合 物 。cTnl 的 UniGene 号 为 Hs.351582 ,该 UniGene WEI A H) 
所 有 ESTs 中 ,除了 大 部 分 为 源 于 心脏 的 ESTs 之 外 ,还 有 源 于 举 丸 、 肺 子宫 、 卵 巢 和 神经 母 细 
AOR PLAZA AY ESTs ,但 是 并 不 能 据 此 得 出 cTnI 在 这 些 非 心脏 组 织 中 表达 的 结论 。 

6. 利用 ESTs 克隆 新 基因 ,最 好 直接 从 ESTs 数据 库 中 挖掘 数据 ,而 不 要 利用 UniGene, 其 中 
一 个 原因 是 UniGene 数据 库 包 含 了 许多 不 是 特别 可 信 的 信息 。 

7. 在 一 给 定 文库 中 代表 同一 基因 的 ESTs 数目 的 多 少 可 作为 来 源 于 该 文库 的 某 个 组 织 特 
定 基因 表达 水 平 的 粗略 指标 ,有 时 候 可 以 利用 多 种 文库 总 的 匹配 的 ESTs 大 概 估计 组 织 学 分 
布 。 但 是 切 不 要 据 此 当 作 真 正 的 组 织 学 分 布 结果 ,因为 数据 库 中 某 一 组 织 文库 可 能 非常 小 而 
导致 在 该 组 织 表达 的 基因 的 ESTs 不 被 检 出 来 ,而 相反 ,有 些 组 织 有 多 个 文库 ,如 UniGene 含 23 
个 心脏 cDNA 文库 ,而 源 于 鼻 组 织 的 文库 有 2 个 。 这 就 在 一 定 程度 上 造成 数据 递交 的 偏 性 。 


五 ,简单 实例 


下 面 给 出 一 个 用 Vector NTI 软件 包 进 行 ESTs 序列 拼接 的 简单 例子 。 例 如 已 知 3 条 ESTs 
序列 ,其 GenBank 接受 号 分 别 为 BI836826.1 .BM664420.1 和 AL525264.1, 为 了 将 其 组 装 成 一 全 
长 cDNA, 其 大 致 过 程 如 下 : 

首先 从 GenBank 下 载 这 3 条 ESTs 序列 至 本 地 Vector NTI 数据 库 。 随 后 打开 数据 库 , 选 定 
这 3 条 ESTs( 图 中 阴影 部 分 ), 同 时 用 Assemble 程序 中 的 ContigExpress 命令 进行 组 装 。 
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经 过 计算 机 简单 拼接 ,这 3 条 ESTs 被 组 装 为 一 个 重合 克隆 群 。 图 中 最 下 方 的 contig 1 即 
是 拼接 完成 的 cDNA。 
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在 传统 上 ,基因 的 染色 体 定位 可 以 有 家 系 分 析 (如 经 典 的 红色 盲 基因 定位 )、\ 用 体 细胞 遗传 

学 和 分 子 生 物 学 (如 FISH) 分 析 等 。 然 而 随 着 人 类 基因 组 测序 计划 的 完成 ,利用 计算 机 进行 基 
因 的 染色 体 定位 则 变 得 简单 易 行 。 

人 类 基因 图 有 细胞 遗传 学 图 (基因 定位 于 染色 体 区 带 ) ,基因 连锁 图 (基因 间 的 连锁 关系 和 
对 距离 ,以 cM 为 单位 ,cM(centimorgan) : 厘 摩 , 遗 传 图 上 两 基因 间 的 距离 为 1 cM 时 ,相当 于 
1 000 kb) 和 物理 图 (基因 组 DNA 的 序列 排列 ) 等 。 本 文 染 色 体 定位 指 细胞 遗传 学 图 和 物理 
而 言 。 

目前 利用 计算 机 分 析 , 可 以 有 很 多 种 方法 对 任何 一 个 基因 进行 染色 体 的 精确 定位 。 这 里 
介绍 用 美国 国立 生物 技术 信息 中 心 (NCBI) 数 据 库 进 行 基因 定位 的 几 种 方法 。 
若 已 知 基因 序列 ,可 以 通过 e- PCR 寻找 STSs( Sequence tagged site) 或 者 直接 用 BLAST 将 序 
列 对 人 类 基因 组 进行 同 源 比 对 (http://www. ncbi. nim. nih. gov/genome/seq/HsBlast. html)。STSs 
是 序列 及 定位 已 知 的 .长度 在 200 ~ 500 碱 基 并 且 在 整个 人 类 基因 组 中 只 出 现 一 次 的 基因 组 序 
列 。STSs 可 作为 人 类 基因 组 物理 图 的 界 标 ,并 且 可 用 于 基因 的 定位 。STSs 序列 易 被 PCR 扩 增 
和 检测 ,在 STSs 数据 库 中 包含 了 引物 和 PCR 条 件 。ESTs 即 是 来 源 于 cDNA 的 STSs。 人 类 基因 
组 计划 物理 图 分 辩 率 原 定 目标 是 100 kb/1 个 STSs( 人 类 基因 组 长 度 以 3x 10 bp 计 , 共 需 约 
30 000 STSs, 然而 根据 NCBI 的 基因 组 研究 统计 表明 (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/genome/ 
guide/human/HsStats. html) ,到 目前 为 止 一 共产 生 了 113 292 STSs, 所 以 平均 下 来 目前 物理 图 的 
分 辩 率 大 约 在 25 kb/1 个 STSs。 这 足以 保证 在 很 多 情况 下 可 直接 通过 STSs 进行 基因 定位 。 

若 不 知 基因 序列 ,只 知道 基因 名 称 ， 可 以 通过 人 类 基因 组 图 浏览 器 (Human map viewer, 
http://www. ncbi. nlm. nih. gov/egi — bin/Entrez/map-search ) 进行 关键 词 查 询 。 该 主页 的 高 级 查 
询 则 提供 了 复杂 的 检索 方式 。 有 兴趣 的 读者 可 以 登陆 其 主页 一 试 。 
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例如 :已 知人 整合 素 连接 激酶 (ILK, GenBank 接受 号 20561096) 的 cDNA 序列 ， 预 查询 其 染 
包 体 定位 。 进 入 Electronic PCR 主页 后 (http: //www. nebi. nlm. nih. gov/genome/sts/eper. ogi) ,将 
ILK 激酶 的 cDNA 序列 输入 ,点 击发 送 即 可 。 
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- 步 点 击 A002C40, 则 可 以 得 到 有 关 ILK 及 其 染色 体 定位 的 详细 信息 。 
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- 步 查询 , 则 得 到 如 下 定位 信 


息 :图 中 由 左 到 右 显 


显示 了 Whitehead RH Tdeogram 、Gen- 


eMap99 - GB4 三 张 图 。 图 中 红 点 处 代表 ILK 位 置 ,图 中 pTEL 表示 短 辟 端 粒 处 ,其 中 RH 图 的 位 


标 D11S1318 代表 的 含义 如 下 : 
码 。 


ZAW MUD FEO ERW TAD WOW 


) 代表 DNA, 代表 染色 体 号 ,S 代表 单 拷贝 ， 


1 318 是 其 位 标号 


WED 
mia 


asi e - ons 了 全 


ETRREETE 


Gat - eax 


ONONE AGITAT NEDA 44N7SAOSTR"1 LKACHD=AP ILL=O8 2008=ORABS. 200N=0463 


j REA RRS AB G- 


42a < 


Master Map: GeneMap99 GB4 


Total Markers On Chromosome: 2606 
Region Displayed: 0.00-446.27 cR3000 
Markers Labeled: 20 Total Markers in Region: 2606 


cdna 0.00 
poly 22.72 
cdna 48.79 
poly 66.69 
cdna 86.04 
cdna 165.84 
cdna 169.00 
cdna 219.66 
cdna 248.71 
edna 251.39 
at3G41733 cdna 284.49 
WEl8S44 cdna 271.36 
32xh9 poly 285.95 
cdna 319.17 
cdna 321.38 
cdna 337.66 
stan 271 ac 


si3G13140 


WEI8671 


type cR3000 LOD bin 


M 
0-60 
6.0-16.6 
19.6-23.2 


3.00 pTEL-D1181318 
F  D1181318-D118909 
F  D1184194-D118926 
3.00 D11S1307-D118921 23.9-24.9 
3.00 D1181359-D118929 32,5-36.3 
3.00 D1181361-D1181357 61,3-62.5 
3.00 D1181361-D1181357 61.3-62.5 
3.00 D1181357-D118913 62.5-70.9 
3.00 DI1S913-D11S916 。 70.9-80.1 
3.00 D118913-D118916 70.9-80.1 
3.00 D118913-D118916 。 70.9-80.1 
3.00 D118916-DI1S911 $0.1-84.2 
F DllS1362-DI1S901 88.3-89.8 
3.00 D11S1311-D118917 97.5-100.9 
3.00 DI1S1311-D11S917 97.5-100.9 
3.00 D1181339-D1181343 104.8-106.5 
E Die ni icoza 110223170 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


第 三 节 ”掌握 和 熟悉 NCBI 数据 库 和 分 析 


美国 国立 生物 技术 信息 中 心 (NCBD 是 一 个 非常 好 的 网 站 (欧洲 生物 信息 中 心 EBI 和 欧洲 
分 子 生物 学 实验 室 EMBL 也 非常 好 )。 第 六 章 只 是 非常 简单 地 介绍 了 NCBI 数 据 库 运 用 的 一 个 
非常 小 的 方面 。 实 际 上 NCBI 包含 了 文献 查询 (PubMed) ,核酸 序列 (GenBank) ,序列 同 源 性 分 析 
(BLAST PSI - BLAST, PHI — BLAST 等 ) ,疾病 数据 库 (OMIM) ,蛋白 结构 等 等 各 种 数据 库 , 其 各 种 
数据 库 通 过 Entrez 有 机 整合 在 一 起 ,并 处 于 不 断 更 新 发 展 中 。 熟 练 结合 运用 该 中 心 的 数据 库 
和 软件 将 大 大 提高 工作 效率 。 例 如 可 将 Entrez 与 BLAST 相 结合 进行 同 源 分 析 。 如 为 了 解 鼠 源 
ILK 在 心脏 中 的 表达 ,进入 BLAST 主页 ,选择 小 鼠 EST 数据 库 ,在 Limit results by entrez query 一 
栏 中 输入 heart 并 进行 BLAST 检索 
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在 结果 中 出 现 了 在 小 鼠 心脏 中 表达 的 EST。 当 某 个 基因 在 各 种 组 织 中 的 表达 丰 度 都 比较 
高 时 ,这 种 方法 将 显得 非常 有 利 。 
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内 容 提 要 


生物 信息 学 就 是 将 信息 技术 运用 到 生物 科学 中 的 一 门 学 科 ; 序 列 分 析 是 生物 信息 学 分 
析 的 重要 内 容 。 序 列 分 析 包 括 核酸 分 析 和 蛋白 序列 分 析 。 其 中 序列 的 同 源 / 相 似 性 分 析 、 
结构 域 分 析 \、 多 序列 排列 和 分 子 进 化 分 析 是 序列 分 析 的 主要 内 容 。 最 后 以 某 些 蛋白 激酶 为 
例 ,说 明 如 何 用 Bitch 方法 对 其 进行 分 析 并 绘制 进化 树 ,将 不 同 的 蛋白 激酶 准确 地 归 为 不 同 
家 族 ,以 提示 它们 在 进化 上 的 联系 。 


人 类 基因 组 计划 产生 了 海量 的 数据 ,这 么 多 数据 里 面包 含 了 几乎 是 无 穷 的 有 用 信息 ,但 是 
数据 不 经 过 分 析 综合 ,就 不 能 成 为 信息 ,而 信息 不 经 过 归纳 整理 就 不 能 成 为 可 利用 的 知识 。 如 
何 将 人 类 基因 组 计划 产生 的 浩瀚 数据 转变 为 知识 ,其 中 除了 运用 实验 方法 外 ,还 必须 借助 于 计 
算 机 等 信息 科学 。 生 物 信息 学 就 是 随 着 人 类 基因 组 计划 应 运 而 生 的 一 门 交 叉 学 科 。 简 单 地 
讲 , 生 物 信息 学 就 是 将 信息 技术 运用 到 生物 科学 中 的 一 门 学 科 。 在 生物 信息 学 分 析 中 ,涉及 数 
据 库 建立 ,序列 分 析 和 发 展 各 种 计算 方法 等 ,其 中 最 常 涉及 的 就 是 序列 分 析 。 本 文 就 序列 分 析 
作 一 简单 介绍 。 


第 一 节 概 B 


正确 理解 有 关 染色 体 ` 基 因 和 蛋白质 的 基本 概念 是 计算 机 分 析 的 前 提 。 址 憾 的 是 一 些 在 
国内 期 刊 发 表 的 相关 文章 在 这 些 方面 有 时 出 现 明显 的 错误 ,所 以 有 必要 简单 介绍 一 下 有 关 概 

人 类 基因 组 应 当 包 括 核 基因 组 和 线粒体 基因 组 。 核 基因 组 即 指 22 对 常 染色 体 和 1 对 性 
染色 体 (XX 或 XY)。 而 属 母系 遗传 的 线粒体 基因 组 长 度 在 16.6 kb。 图 7-1 中 所 示 为 1 号 同 
源 染色 体 (细胞 分 裂 中 期 )。 每 条 染色 体 由 两 条 染色 单 体 组 成 ,每 条 染色 单 体 售 一 个 DNA 双 螺 
旋 分 子 。 染 色 体 所 含 的 染色 质 分 常 染色 质 和 异 染 色 质 两 种 。 异 染色 质 主要 分 布 于 着 丝 粒 和 某 
些 中 间 部 分 ,一般 不 含 基因 或 很 性 有 基因 ,其 所 含 DNA 主要 是 一 些 高 度 重复 序列 。 常 染色 质 
占 染 色 体 的 绝 大 部 分 ,基因 主要 分 布 于 常 染色 质 区 。 

用 显 带 技术 可 将 染色 体 的 长 短 臂 分 别 以 着 丝 粒 为 起 点 ,横向 分 为 若干 区 带 和 亚 带 ,如 
1p31.1 代表 1 号 染色 体 短 臂 3 区 1 带 第 1 亚 带 。Giemsa 染料 染色 显示 的 G 显 带 (C - bands) 与 

~ = 
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GC 含量 之 间 有 联系 。 最 暗 的 G 带 处 GC 含量 低 。 另 外 GC 含量 与 重复 含量 基因 密度 有 关 ， 
GC 含量 低 的 区 域 , 所 含 基因 少 。 


— mmm 成 熟 mRNA 


图 7-1 染色 体 .基因 及 蛋白 示意 图 
P 代 表 启动 子 ,E 为 外 显 子 ,1 为 内 含 子 


人 类 基因 组 共有 3 200 000 kb(3.2 Gb)。 基 因 在 染色 体 图 上 的 距离 单位 称 为 图 距 ,1% 重 组 

值 (交换 值 ) 去 掉 其 百分率 的 数值 定义 为 一 个 图 距 单位 ,以 “ 厘 摩 (centimorgan, cM)" 表示。 整个 

人 类 基因 组 平均 遗传 长 度 为 3 200cM( 最 新 估计 人 类 基因 组 有 3 124.17 Mb(human build 29) ,1 
.67 . 
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cM 的 等 于 1 000 kb BD 1 Mb。 从 染色 体 短 壁 末端 开始 向 长 辟 计 数 。 例 如 定位 于 1lp15.5 - 
p15.4 的 基因 IK, 其 基因 组 序列 在 6 028 K ~ 6 046 下 之 间 , 即 距 短 蔷 末 端 约 7 cM。 染 色 体 在 染 
色 体 DNA 上 分 布 有 结构 基因 ,调控 基因 ,rRNA 基因 ,重复 序列 等 。 人 类 基因 数 车 以 30 000 ~ 
35 000 计 算 ,编码 序列 长 度 以 1 400 bp 计 ( 人 类 编码 序列 平均 长 度 1 340 bp) ,平均 的 某 因 组 长 
度 约 30 kh ,那么 编码 序列 占 整 个 人 类 基因 组 序列 的 1.5%% ,而 基因 组 的 1/3 都 是 能 转录 的 基因 
序列 。 除 基因 序列 外 ,基因 组 上 绝 大 部 分 序列 为 重复 序列 。 

染色 体 表 达 结构 域 (chromosomal expression domains, CED) :近年 的 研究 表明 染色 体 存 在 组 
织 表 达 基 因 的 区 域 聚 集 倾向 性 。 相 邻 或 相近 的 基因 有 相关 的 表达 ,而 且 功 能 相似 的 基因 倾向 
于 出 现在 染色 体 中 相 邻 的 位 置 ,与 原核 生物 有 点 类 似 。 

现代 的 基因 概念 应 当 包括 基因 调控 区 (启动 子 和 调节 序列 ) 。 调 节 序 列 常 散在 分 布 于 转录 
起 始 位 点 上 下 游 各 约 50 kb 的 区 域 里 。 启 动 子 通常 靠近 转录 起 点 , 即 DNA 中 实际 转录 合成 
RNA 的 第 一 个 碱 基 对 ,这 个 位 点 的 核 背 酸 残 基 编号 为 + 1, 从 转录 起 点 沿 RNA 聚合 酶 运动 的 方 
向 称 为 下 游 (downstream) , 核 彰 酸 残 基 编 号 依次 为 +2, + 3 等 ,而 反方 向 则 为 上 游 (upstream) , 核 
苷 厂 残 基 编 号 依次 为 - 1, -2, - 3 等 。 所 有 的 外 显 子 和 内 含 子 都 转录 (但 选择 性 剪接 除外 )， 
但 不 足 所 有 的 外 显 子 都 编码 蛋白 。mRNA 第 一 个 外 显 子 (最 5' 端 ) 至 翻译 起 始 位 点 的 序列 称 为 
S’UTR(5’ Untranslated Regions) , 含 核糖 体 结合 位 点 和 翻译 调节 序列 ,在 某 些 特殊 情况 下 (如 同 
-- 基 内 有 多 个 启动 子 ) , 含 转录 调节 序列 。5' - UTR 结构 决定 翻译 的 效率 ,有 时 基因 家 族 5' - 
UTR 的 这 种 多 样 性 可 能 决定 该 家 族 成 员 的 组 织 及 发 育 阶段 特异 的 调节 。 复 杂 的 5' -URC 
C+C 含 量 和 多 个 AUC 等 ) 不 利于 翻译 ,但 可 作为 不 同 信号 通路 分 子 作 用 的 底 物 从 而 提供 对 重 
要 功能 基因 (如 原 癌 基因、 转录 因子 基因 等 ) 的 动力 学 翻译 调节 。 

CpG 岛 (p 仅 代表 C 与 G 之 间 的 磷酸 根 ): 自 前 广 为 接 受 的 定义 最 初 由 Gardiner - Carden 等 
提出 。CpG 岛 是 一 段 约 200 bp 长 的 DNA, 其 G+C 含量 大 于 50%, 并 且 观 察 到 的 CpG 与 预期 
CpG 比值 (OhsCpG/ExpCpG) 不 小 子 0.6, 它 存在 于 几乎 所 有 看 家 基因 和 约 40% 组 织 特异 性 基因 
的 启动 子 和 外 显 子 区 域 。CpG 岛 在 基因 沉寂 、 基 因 组 印迹 XX 染色 体 灭 活 、 肿 瘤 发 生 等 具有 重 
要 作用 。 但 是 由 于 有 些 重复 序列 如 Au 序列 等 也 含 与 CpG 岛 相 似 序列 ,而 这 些 与 CpG 岛 相似 
的 序列 很 可 能 不 具有 与 真正 CpG 岛 同 样 的 功能 ,所 以 寻找 核酸 的 CpG 岛 时 必须 排除 重复 序 
列 。 据 估计 整个 基因 组 共有 28 890 个 CpG 岛 ,大 部 分 染色 体 合 5~15 个 CpG 岛 /Mb, 平 均 有 
10.5 个 CpG 岛 /Mb。 欧 洲 生 物 信息 中 心 (EBI) 有 专门 的 程序 CpGPlot/CpCReport/Isochore 
(hitp: //www. ebi . ac. uk/emboss/cpgplot/) KS! CpG 岛 。 

cDNA 全 长 :由 于 建 库 的 原因 ,很 多 情况 下 获得 的 cDNA 并 非 全 长 ,只 是 有 完整 的 读 码 框 ， 
习惯 上 称 的 cDNA 全 长 是 指 有 完整 编码 框 ,而 且 其 cDNA KÆ Northem Blot 结果 基本 一 致 。 
开放 读 码 框 (CDS/ORF) : 指 由 蛋白 质 合成 的 起 始 密码 开始 ,到 终止 密码 子 为 止 的 一 个 连续 
编码 序列 。 

蛋白 结构 域 及 外 显 子 : 见 本 章 下 述 。 

同 源 性 (homology) ,相似 性 (similarity) — CRE (identity) AUR FEE ( conservation) : 同 源 性 是 指 
由 于 有 共同 祖先 所 以 具有 的 相似 性 。 序 列 间 有 无 共同 祖先 是 有 或 无 的 关系 ,因此 序列 问 同 源 
性 也 是 有 或 无 ,而 不 应 出 现 “70% 同 源 "、 有 “很 高 同 源 性 "这 些 错 误 说 法 。 相 似 性 是 指 核酸 或 蛋 
所 序列 相关 的 程度 ,这 种 程度 用 一 致 性 和 /或 保守 性 的 程度 来 衡量 。 很 显然 序列 间 相 似 程度 可 
以 不 一 ,可 以 说 两 个 序列 “70% 相 似 "。 另 外 需要 考虑 的 是 ,具有 显著 相似 性 的 序列 是 整个 序列 
间或 序列 内 部 的 保守 结构 域 ,是 用 哪 种 计算 方法 (程序 ) 找 到 的 。 有 显著 相似 性 的 蛋白 在 绝 大 
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多 数 情 况 下 是 同 源 的 。 一 致 性 是 指 核酸 或 看 白 序列 不 变 的 程度 。 例 如 两 个 序列 有 40% 的 一 
致 性 。 保 守 性 是 指 在 氨基 酸 序列 的 某 一 个 特定 位 点 保留 有 原始 残 基 的 物理 化 学 性 质 的 现象 ， 
该 概念 很 少 用 于 DNA。 


第 二 节 ”核酸 序列 分 析 


一 、 数 据 库 同 源 性 或 相似 性 搜索 


最 常用 的 序列 同 源 性 或 相似 人 性 查询 工具 是 BLAST (http://www. nebi. nlm. nik, gov/ 
BLAST/) 和 FASTA(http://www, ebi. ac. uk/ fasta33/) o 

BLAST( Basic Local Alignment Search Tool) 即 基本 的 局 部 对 准 搜索 工具 。 尽 管 随 着 数据 库 数 
据 的 指数 增长 ,BLAST 检索 速度 似乎 较 前 几 年 略 慢 ,但 总 体 来 说 其 搜索 速度 还 是 非常 快 。 不 同 
长 度 的 核酸 序列 及 不 同 的 检索 目的 所 选用 的 BLAST 程序 不 同 。 下 表 简 要 列 出 了 各 种 不 同情 
况 下 选用 不 同 BLAST 程序 的 一 些 要 点 。 

表 7-1 BABA DIAS Blast 分 析 
长 度 数据 库 目 的 BLAST 程序 


MECABLAST 

可 接受 批量 查询 
标准 的 BLAST 
(blastn) 


证 实 序列 


核酸 
寻找 相似 序列 标准 的 


BLAST( blastn) 
Fe RENCE Et FR RR AF | 翻译 的 


不 小 于 20 bp 


列 相似 的 蛋白 序列 BLAST( thlastx) 
zA 在 蛋白 数据 库 中 寻找 与 翻译 的 被 检 序 | WAR 
列 相似 的 蛋白 序列 BLAST( blastx) 
7-20 bp 核酸 ROMER DAREN RE eal 


二 、 读 码 框 分 析 

拿 到 一 个 核酸 序列 ,为 了 确证 其 是 否 为 蛋白 编码 基因 ,可 首先 按 六 种 阅读 框 将 其 翻译 成 蛋 
FARR, PHL PETG MEL. NCBI 的 ORF finder 是 一 个 很 方便 的 寻找 核酸 读 码 框 的 工具 。 

尽管 有 短 至 几 十 个 氨基 酸 的 分 泌 肽 (已 切除 其 信号 肽 序列 ,例如 入 的 alpha - ANP 仅 28 
aa) ,也 有 极 少数 几 十 个 氨基 酸 的 非 分 泥 型 短 肽 (近年 PNAS 报道 过 ) ,但 就 笔者 经 验 而 言 ,一 般 
来 赔 如 果 阅 读 框 短 至 300 nt 以 下 ,并 且 核 酸 序 列 同 源 性 分 析 在 其 他 物种 没有 明显 同 源 序列 的 
话 ,那么 该 核酸 序列 不 大 可 能 是 一 个 真正 的 蛋白 编码 基因 。 

这 里 需 提 一 下 的 是 假 基因 。 在 多 基因 家 族 中 ( 即 有 多 个 旁 系 同 源 物 ), 某 些 成 员 不 能 转录 
或 不 能 翻译 ,所 以 不 产生 功能 的 基因 产物 ,其 DNA 序列 与 有 功能 的 基因 相似 ,这 样 的 成 员 称 
为 假 基因 。 一 般 认为 假 基因 由 于 逆转 录 酶 介 导 的 转 座 作用 产生 。 假 基因 一 般 缺 乏 完整 的 读 码 
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杠 ( 在 … 个 较 长 读 码 框 中 有 终止 密码 )。 
三 、 寻 找 启 动 子 区 及 其 核酸 序列 中 的 功能 位 点 


启动 子 通常 位 于 转录 起 始点 上 游 200 bp 左右 (有 许多 计算 机 软件 可 以 预测 )。 基 因 的 时 
空 特异 性 分 布 在 一 定 程度 上 由 不 同 的 反 式 作 用 因子 和 顺 式 油 控 元 件 协同 决定 。 通 过 计算 机 村 
找 这 些 友 式 作用 因子 的 结合 位 点 和 /或 保守 序列 元 件 可 能 为 基因 的 功能 或 分 子 通 路 研究 带 来 
线索 。 著 名 期 刊 Nature Science 等 已 有 许多 这 方面 成 功 的 报道 。 但 由 于 转录 因 闻 结合 位 点 有 
时 可 落 在 前 几 个 内 会 子 区 (例如 P53 可 以 与 生长 抑制 和 DNA 损伤 诱导 基因 GADD45 的 第 3 个 
内 含 子 区 结合 ) ,这 就 增加 了 分 析 的 复杂 性 。 


四 、 基 因 的 染色 体 定 位 


基因 定位 的 有 关 方 法 见 前 述 (第 六 章 第 二 节 )。 知 道 基 固 的 染色 体 定位 ,应 分 析 其 是 否 落 
在 染色 体 的 疾病 候选 区 、 该 基因 的 外 显 子 和 内 含 子 数目 ,重要 蛋白 结构 域 所 对 应 的 外 显 子 有 无 
多 态 性 比较 基因 组 学 研究 ,发 现 保守 的 凋 控 区 域 等 ,可 方便 实验 设计 ,例如 辅助 基因 打 葛 策略 
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一 、 同 源 性 或 相似 性 分 析 


同 核酸 序列 分 析 类 似 ,在 进行 蛋白 的 序列 分 析 时 ,首先 进行 数据 库 同 源 狂 分 析 , 可 以 得 到 
一 个 大 概 的 印象 , 即 被 检 序 列 大 概 与 哪些 蛋白 家 族 相关 ,是 否 与 已 知 序列 相同 。 同 样 , 同 源 狂 
分 析 也 须 借 助 BLAST 工具 (或 TASTA) ,下 表 列 出 了 运用 BLAST 的 不 同情 况 : 
表 7-2 氨基 酸 序列 的 BLAST 分 析 


T 


KE 数据 库 Ax O BLAST 程序 
证 实 或 寻找 与 被 检 序 列 相 似 的 蛋白 序 | 标准 的 蛋白 BLAST 
列 (blastp) 
寻找 蛋白 家 族 成 员 或 建立 自 定 的 位 置 
SI - BLAST 
BARRE | aE s 
TASB REAM ARAB REE pu. BLAST 
不 小 于 15 PARER -= D — 
~ sear 
è 结 
oven 寻找 被 检 序列 的 保守 结构 域 RS. BLAST) 
数据 库 寻找 被 检 序 列 的 保守 结构 域 并 证 实 合 | 保守 结构 域 组 成 截 
相似 结构 域 组 成 的 蛋白 取 工 具 (CDART) 
gm kmamar taraua | BPM BLAST 
+ (thlastn) 
g | _ 寻找 短 几 近 匹配 序 
5~15 AER 蛋白 FRKE 


列 
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二 、 氮 基 酸 序列 的 一 般 特性 分 析 

在 进行 蛋白 序列 分 析 时 ,瑞士 蛋白 专家 分 析 系 统 (ExPASy) 是 一 个 非常 好 的 网 络 工具 
(http://www. expasy.ch/tools/) ,其 几乎 襄 括 了 所 有 的 用 于 蛋白 分 析 的 计算 工具 。 

分 析 一 个 新 基因 的 蛋白 产物 ,如 等 电 点 pI 和 蛋白 分 子 晤 ,氨基 酸 组 成 等 。 在 蛋白 的 一 般 
特性 分 析 中 ,SAPS( 收 白 序 列 的 统计 分 析 ,Statisties on protein sequences, 欧 洲 生物 信息 学 研究 中 
b http://www. ebi . ac . uk/saps/3È http: //www. istec.. isb - sib. ch/software/SAPS-form. html) 是 一 
个 比较 全 面 的 蛋白 一 般 特性 分 析 软 件 。 它 可 以 对 提交 的 序列 给 出 大 量 全 面 的 分 析 数 据 , 包 括 
氨基 酸 组 成 统计 ,电荷 分 布 分 析 .电荷 案 集 区 域 .高度 疏水 区 域 . 跨 膜 区 段 等 。 读 者 可 根据 研究 
目的 进行 选择 。 


三 、 蛋 自 基 序 和 结构 域 分 析 


蛋白 结构 域 (domain) 是 指 蛋 白质 结构 中 具有 独立 三 级 结构 的 部 分 ,并 具有 特定 的 功能 。 
在 许多 情况 下 ,一 个 蛋白 保守 的 ( 亚 ) 结 构 域 大 致 对 应 于 一 个 (或 数 个 ) 外 显 子 。 而 蛋白 基 序 
(motif) 是 结构 域 的 亚 单元 ,因而 序列 较 结构 域 短 , 它 体现 结构 域 的 各 种 生物 学 作用 。 通 常情 况 
下 蛋白 基 序 要 较 恒 白 结 构 域 更 为 保守 。 在 某 些 文献 中 ,这 两 个 概念 常 被 混用 。 例 如 :所 有 蛋白 
激酶 都 有 … 250 ~ 300 氨基 酸 的 激酶 结构 域 ,在 空间 结构 域 上 ,几乎 所 有 蛋白 激酶 结构 域 都 分 
一 大 一 小 丙 叶 ,有 相同 的 空间 结构 。 功 能 上 蛋白 激酶 可 催化 磷酸 基 团 的 转移 。 蛋 白 激酶 结构 
域 又 分 11 个 亚 结构 域 ,其 中 亚 结构 域 YI 的 DFO 三 联 体 在 所 有 的 蛋白 激酶 中 均 存在 ,可 以 称 
为 蛋白 基 序 ,该 基 序 参与 ATP 结合 。 
蛋白 基 序 和 结构 域 分 析 是 蛋白 序 列 分 析 中 极其 重要 的 方面 。 蛋 白 结 构 域 常 作为 蛋白 功能 
单位 决定 了 该 蛋白 主要 的 生物 学 功能 。 不 同 功能 的 得 白 家 族 具 有 其 独特 的 蛋白 结构 域 。 各 种 
不 同 的 结构 域 各 司 其 职 , 即 如 果 一 个 蛋白 有 多 种 功能 ,其 所 含 的 多 个 结构 域 分 别 执行 不 同 的 功 
能 。 MURARE AMA Sre 含 SH3、SH2 和 激酶 结构 域 ,激酶 结构 域 参与 磷酸 化 反应 ,而 
SH3 .SH2 参与 蛋白 的 相互 作用 。 

有 些 结构 域 在 个 体 发 育 或 疾病 中 具有 重要 功能 ,因而 也 使 售 这 些 结构 域 的 蛋白 具有 同样 
的 重要 作用 。 本 书 附录 有 蛋白 分 析 的 权威 数据 库 。 


四 、 特 殊 结构 或 结构 特征 分 析 


此 处 所 指 的 特殊 结构 是 指 有 无 信号 肽 .卷曲 螺旋 (coiled coil) . 跨 膜 结构 及 偏 性 组 成 区 等 。 
1. 卷曲 螺旋 是 由 2 或 多 个 a- 螺旋 组 成 的 窒 聚 化 基 序 , 可 以 左手 螺旋 的 方式 相互 缠绕 。 
卷曲 螺旋 常常 与 其 他 卷曲 螺旋 相互 作用 ,而 且 卷曲 螺旋 通常 不 需要 其 他 蛋白 结构 域 介 导 即 能 
与 其 他 蛋白 发 生 相互 作用 。 卷 曲 螺 旋 是 一 自主 折 释 单位 BOE. FEES. BS 
子 (如 激酶 等 ) .转录 因子 和 结构 蛋白 等 都 含 卷曲 螺旋 。 卷 曲 螺旋 的 预测 方法 是 将 待 检测 序列 
与 已 知 的 平行 双 链 卷曲 螺旋 数据 库 进行 比较 ,得 到 相似 性 得 分 后 , 据 此 算出 序列 形成 卷曲 螺旋 
ABER (COILS 的 网 址 是 :http://www. ch.embnet. org/software/COILS-fom. html) o 
2. 跨 腊 结构 预测 的 基本 原理 是 跨 膜 蛋白 具有 一 或 多 个 疏水 区 域 。TMpred 可 预测 蛋白 质 
的 路 膜 区 域 和 在 膜 上 的 取向 (TMpred 的 网 址 是 : http://www . ch. embnet. org/software/TMPRED- 
form. html) o 
3. 除 很 少 的 蛋白 外 , 绝 大 多 数 的 蛋白 都 在 胞 浆 核糖 体 中 合成 ,这 些 蛋 白 随后 的 命运 是 分 
“nM: 
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小 到 胞 外 还 是 留 在 肥 浆 或 人 核 等 则 取决 于 蛋白 序列 中 的 分 拣 信和 号。 蛋白 在 细胞 内 的 不 同 细胞 
器 区 域 转移 有 两 种 截然 不 同 的 机 制 :一 种 是 蛋白 在 膜 鼻 白 转移 器 的 帮助 下 ,改变 其 拓扑 学 结 
构 , 打 开 折 要 穿 过 膜 , 如 部 分 蛋 铂 从 胞 浆 转移 到 ER 腔 即 是 一 个 例子 。 另 外 一 种 机 制 是 蛋白 通 
过 运输 颗粒 运输 ,例如 可 溶性 蛋白 从 ER 腔 到 高 尔 基 氏 器 ,在 此 种 情况 下 蛋白 没有 跨 膜 过 程 。 
这 两 种 过 程 均 由 蛋白 本 身 的 分 拒 信 号 控制 。 目 前 认为 蛋白 质 有 两 种 分 拒 信 号 ,种 即 是 广义 
MIRSA Ah -种 是 信号 补丁 。 信 号 肽 一 般 是 一 段 连续 的 长 约 5~ 60 aa 的 序列 ,常常 在 蛋白 
分 拒 后 被 切除 。 例 如 有 N 端 信号 肽 的 胞 外 分 小 蛋白 ,在 其 分 泌 到 胞 外 的 过 程 中 ,其 N 端 信号 
肽 被 切除 。 而 构成 信号 补丁 的 氨基 酸 序列 在 线性 氨基 酸 序列 上 距离 较 远 ,只 是 空间 上 接近 。 
目前 计算 机 厦 测 的 都 是 信号 隐 而 非 信 号 补丁 ,后 者 分 析 预 测 非常 困难 。AlIbert 将 核定 位 信号 
(nuclear localization signal) 也 归 为 一 种 信号 肽 ,许多 核 蛋 白 含 多 个 核定 位 信号 ,而 且 核 定位 信号 
在 核 蛋 白人 核 后 并 不 被 切除 ,这 各 能 是 由 于 核 蛋 白 企 每 个 细胞 分 裂 周期 后 要 反复 出 人 核 。 另 
外 值得 注意 的 是 ,不 是 所 有 的 人 核 蛋 白 都 必须 要 有 核定 位 信号 ,这 与 细胞 、 蛋 白 当 时 所 处 的 具 
体 环 境 有 关 。 例 如 MAPK 不 含 核定 位 信号 ,但 其 可 以 在 激活 时 由 胞 桨 入 核 ,激活 转录 因子 从 而 
发 挥 其 功能 。 而 NLK 激 散 也 不 含 核定 位 信号 ,其 在 不 激活 的 情况 下 大 部 分 也 位 于 核 内 。 
SignalP: 预测 蛋白 质 序列 中 信和 号 肽 的 前 切 位 点 (SignalP 的 网 址 是 : http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/) 。 


五 、 直 系 同 源 物 (Ortholog) 和 /或 旁 系 同 源 物 (Paralog) 分 析 


直系 同 源 物 是 指 在 物种 分 化 过 程 中 源 于 同一 共同 祖先 基因 的 不 同 物种 的 同 源 序列 ,如 鼠 
与 人 的 B- globin 可 称 为 直系 同 源 物 。 劣 系 同 源 物 是 指 在 同一 物种 内 由 于 基因 复制 而 得 到 的 
同 源 序列 ,如 入 的 和 与 Y- globin。 显 然 旁 系 同 源 物 之 间 也 是 同 源 的 。 

进行 数据 库 同 源 性 分 析 后 ,判断 基因 有 无 直系 同 源 物 和 /或 旁 系 同 源 物 ,可 以 提供 功能 线 
索 。 一 般 情 况 下 ,直系 同 源 物 具有 相同 或 相似 的 功能 ,而 旁 系 同 源 物 的 功能 则 不 同 。 然 而 直系 
司 源 物 在 不 同 物种 中 的 时 空 特 异性 表达 也 可 能 有 异 , 所 以 某 些 情况 下 不 同 物种 的 直系 同 源 物 
的 功能 也 可 能 不 同 。 

在 实际 操作 中 ,判断 两 个 来 源 于 不 同 物种 的 基因 是 否 为 直系 同 源 物 ,大 致 有 以 下 标准 : 

L 在 两 个 物种 间 交 扎 比 较 时 ,它们 有 最 高 的 配对 一 致 性 ( 即 序列 A 在 与 另 一 物种 同 源 比 
较 时 ,与 序列 B 的 相似 性 最 高 ;反之 亦 然 。)。 

2. 一 者 相似 性 的 玉 值 ( 即 假 阳性 的 可 能 性 ) 应 小 于 0.01。 

3. 这 种 相似 性 至 少 横 跨 其 中 一 个 基因 序列 的 60% ,因为 有 基因 融合 或 基因 分 裂 事件 的 存 
在 ,但 不 一 定 要 覆盖 两 个 基因 的 大 部 分 区 域 。 

苦 两 个 源 于 不 同 物种 的 基因 能 满足 这 些 条 件 ,那么 它们 很 可 能 为 直系 同 源 物 。NCBI 的 
COGnitor 可 以 识别 直系 辐 海 物 (也 包括 穷 系 同 源 物 )(http://www.ncbi.nm.nih,gowCOG/)。 


六 、 二 级 结构 的 预测 
看 白 的 功能 是 由 其 空间 结构 决定 的 , 即 具有 相同 或 相似 空间 结构 的 蛋白 ,不 管 其 序列 相似 
性 如 何 ,部 具有 相同 或 相近 的 功能 。 目 前 尽管 有 通过 蛋白 质 二 级 结构 来 预测 蛋白 质 功能 的 尝 
试 ,但 是 这 种 方法 尚 不 成 熟 , 仅 可 将 对 蛋白 质 的 二 级 结构 预测 用 于 辅助 抗体 的 制备 。 而 随 着 越 
来 战 多 的 对 蛋白 质 空间 结构 的 测定 和 三 级 结构 预测 方法 的 改进 ,未 来 通过 结构 的 分 析 进 行 功 
能 预测 将 很 有 前 景 。 
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欧洲 分 子 生物 学 实验 室 的 PredictProtein 服务 器 是 一 个 比较 好 的 二 级 结构 预测 软件 。 


第 四 节 多重 序列 排列 和 系统 发 育 分 析 


一 、 多 重 序列 排列 


简单 地 说 ,多 重 序列 排列 就 是 将 两 个 或 两 个 以 上 的 序列 对 准 , 获 得 最 大 水 平 的 一 致 性 (在 
氨基 酸 , 称 保守 性 ), 以 评价 序列 相似 性 的 程度 和 同 源 性 的 可 能 性 。 因 此 ,多 重 序列 对 比 不 限于 
那些 有 进化 关系 的 序列 ,序列 间 只 要 相关 就 可 以 ,这 与 进化 分 析 不 同 。 相 关 和 蛋白 可 以 指 同 涯 
(homology) 或 趋同 (convergence)。 在 这 两 种 情况 下 都 可 以 用 序列 对 排 。 同 源 蛋 白质 有 共同 祖 
先 ,趋同 进化 的 蛋白 质 是 独立 进化 , 趋 于 有 共同 的 序列 特征 或 空间 结构 ,所 以 有 相同 的 功能 。 
趋同 进化 有 下 列 两 个 例子 :各 种 切除 酯 和 多 肽 链 的 水 解 酶 ,它们 具有 共同 的 催化 三 联 体 结构 ; 
TAA 真 细菌 和 真 核 蛋白 的 DNA 结合 结构 域 都 具有 螺旋 - 转折 - 螺旋 (HLHD) 结 构 。 

多 序列 排列 有 两 个 月 的 :一 是 发 现 序列 间 保 守 的 结构 ,二 是 在 有 些 情 况 下 可 推断 序列 间 的 

多 序列 排列 分 全 局 排列 (global alignment) 和 局 部 排列 (local alignment) 两 种 。 目 前 使 用 最 广 
泛 的 多 序列 比 对 程序 是 Clustal W( Clustal X 是 其 Windows 版 本 )。Clustal W 是 一 种 渐进 的 比 对 
方法 ,在 序列 两 两 比 对 的 基础 上 构建 距离 矩阵 ,根据 距离 矩阵 由 N 方法 构建 进化 指导 树 ,并 对 
序列 进行 加 权 。 之 后 从 最 相似 的 一 对 序列 开始 ,逐步 引 人 临 近 的 相似 序列 并 不 断 重新 构建 比 
对 ,直到 完成 全 部 序列 的 比 对 。 著 名 分 子 生 物 学 分 析 软件 包 GCG 的 pileup 程序 与 Clustal W #71 
似 , 均 属 全 局 排列 。 

有 时 序列 间 仅 有 一 个 相似 的 区 域 ,其 他 区 域 完全 不 同 , 如 酶 的 活性 位 点 或 转录 因子 的 
DNA 结合 位 点 。 此 时 就 需要 进行 局 部 排列 ,这 种 排列 可 避免 揪 空 排列 。 由 NCBI 开发 的 
MACAW 软件 就 是 局 部 排列 软件 。 

二 、 分子 进 化 分 析 

现代 科学 文献 中 ,运用 分 子 进化 进行 基因 和 /或 蛋白 的 功能 推断 越 来 越 普遍 ,这 是 因为 需 
要 使 生物 学 更 具有 可 预见 性 。 如 同 元 察 周期 表 可 使 化 学 家 预言 化 学 有 反应 一 样 ,进化 分 析 可 以 
使 生物 学 家 对 基因 、 蛋 白 或 生物 的 性 状 . 行 为 做 出 预测 。 分 子 进化 是 通过 核酸 和 /或 蛋白 的 序 
列 差 异 来 推导 序列 间 的 祖先 进化 相互 关系 的 。 显 然 系统 发 育 分 析 的 前 提 是 所 有 的 序列 必须 有 
一 共同 祖先 ,这 样 的 推断 才 有 意义 。 

由 分 子 进化 推断 出 的 进化 树 有 两 种 ,一 种 是 有 根 树 ,在 这 种 树 形 结构 中 ,祖先 序列 以 树 根 
(或 树干 ) 的 形式 出 现 , 并 有 明确 的 序列 进化 过 程 。 另 一 种 是 无 根 树 , 它 仅 仅 显示 树 中 序列 的 相 
互 进化 关系 ,并 不 推断 祖先 序列 的 位 置 或 进化 途径 ,因此 它 不 能 给 出 进化 过 程 。 

(一 } 分 子 进化 分 析 的 序列 要 求 

1. 序列 是 同 源 的 , 即 所 有 序列 均 起 源 于 同一 祖先 序列 。 例 如 由 于 所 有 的 蛋白 激酶 都 起 源 
于 同一 共同 祖先 ,所 以 不 同 的 蛋白 激酶 间 可 以 进行 进化 分 析 。 

2. 序列 比 对 中 ,每 一 个 位 点 都 是 同 源 的 。 例 如 对 蛋白 激酶 的 氨基 酸 序列 进行 排列 时 ,所 
有 序列 的 ATP 结合 位 点 要 相对 应 。 
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3. 在 接受 分 析 的 序列 组 中 ,每 一 个 序列 组 的 系统 发 育 史 是 相同 的 。 不 能 将 核 序列 与 线 粒 
体 序列 进行 比较 。 

4. 样品 数 足够 大 ,至 少 6 个 以 上 ,样品 数 太 少 不 足 以 给 出 有 用 信息 。 

5. 样品 序列 之 间 的 差异 合适 ,此 差异 既 不 太 大 ,也 不 太 小 。 如 序列 相 碟 间 刚 有 进化 差异 ， 
但 还 没有 改变 太 多 ,这 些 序列 可 能 在 横 跨 整个 序列 全 长 的 地 方 都 很 相似 ,这 样 就 不 能 将 那些 有 
重要 坊 能 的 保守 了 区域 与 那些 未 有 足够 时 间 差 异 的 区 域 区 分 开 。 如 序列 间 差 异 太 大 (甚至 可 能 
不 相关 ) ,几乎 没有 相似 区 域 ,或 序列 间 也 可 能 有 相关 区 域 ,但 从 这 些 差异 太 大 的 序列 中 不 能 发 
现 这 些 区 域 ,除非 有 更 多 序列 或 有 更 敏感 的 排列 方法 。 

6. 样品 序列 之 间 的 差异 包含 了 所 研究 的 系统 发 育 信和 号。 

另外 不 同 的 方法 有 不 同 的 假设 。 同 时 对 样品 序列 是 否 随机 进化 、 每 个 位 点 进化 是 否 独 立 
等 问题 也 融 要 考虑 。 

(二 } 分 子 进化 分 析 的 用 途 

分 子 进 化 分 析 可 用 于 : 

1. 基因 或 蛋白 质 的 功能 推断 。 

2. 蛋 册 序列 的 保守 结构 域 分 析 。 

3. 种 系 闻 保守 的 调控 元 件 ( 如 基因 的 启动 子 区 的 调控 序列 ) 的 发 现 。 

{ 三 ) 分 子 进化 分 析 的 大 致 过 程 

由 于 分 子 进化 非常 复杂 ,对 于 一 般 的 科研 工作 者 ,很 难 做 到 对 其 来 龙 去 脉 非常 清楚 地 了 
解 。 在 分 析 自 己 工作 中 的 核酸 或 蛋白 序列 时 ,参考 以 前 权威 杂志 已 发 表 的 相关 序列 所 用 的 分 
析 方 法 是 一 个 比较 好 的 办 法 。 这 里 仅 给 出 一 些 比较 基本 的 概念 ,有 兴趣 的 读者 可 参考 有 关 的 
专业 书籍 。 

1 .多重 序列 排列 比 对 。 有 关 原 理 见 前 述 , 但 需要 注意 的 是 不 同 相似 程度 的 序列 比较 时 , 须 
采用 不 阿 的 计 分 矩阵 。 序 列 排列 比 对 的 质量 决定 了 后 续 建 树 的 可 信和 性 。 另 外 发 表 文章 时 须 说 
明 采 用 什么 程序 .有 无 手工 排列 等 。 

2. 决 定 建树 方法 。 

(构建 进化 树 的 算法 主要 分 为 丙 类 : 即 基 于 距离 和 基于 特征 符 的 方法 。 

基于 距离 的 方法 计算 序列 间 的 差异 数量 ,并 将 其 看 作 进化 距离 ,通过 某 种 集 类 算法 ,从 最 
相似 (距离 最 短 ) 的 一 对 序列 开始 ,经 距离 短 阵 推导 出 进化 树 ,或 者 通过 将 总 的 树枝 长 度 最 小 化 
而 优化 册 进 化 树 。 进 化 桂 的 拓扑 结构 则 由 序列 间 的 进化 距离 决定 ,进化 树枝 的 长 度 代表 着 进 
化 距离 。 基 于 距离 的 方法 包括 不 加 权 配 对 算术 方法 (UPGCMAM) 、 相 邻 连 接 方法 (NJ)、Fitch - 
Margoliash( FM) 和 最 小 进化 方法 (ME)。 

基于 特征 符 的 方法 是 指 进 化 树 的 拓扑 结构 由 序列 中 的 每 个 硕 基 / 氢 枯 酸 的 状态 决定 (例如 
一 个 核酸 序列 上 可 能 包含 多 个 酶 切 位 点 ,而 每 个 酶 切 位 点 的 存在 与 否 是 由 几 个 碱 基 的 状态 决 
定 的 )。 基 于 特征 答 的 方法 包括 最 大 节约 方法 (MP) 和 最 大 似 然 方法 (ML)。 

(2) 各 种 方法 大 致 的 适用 条 件 和 优 缺点 :总 体 来 说 ,基于 距离 的 方法 适 于 免疫 学 数据 ,频率 
数据 或 有 些 方法 不 明 的 数据 。 计 算 很 快 ,易于 用 统计 学 检验 (如 Bootstrapping) o 

UPCMAM 方法 首先 计算 所 有 序列 间 的 距离 (差异 分 数 ) 矩 阵 ,随后 由 最 小 距离 (差异 分 数 ) 
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的 两 对 序列 以 有 树 根 的 形式 被 连 在 一 起 ,该 序列 对 的 每 一 个 序列 与 第 三 个 节点 距离 的 平均 值 
被 册 于 上 一 轮 距 离 矩 阵 的 重复 计算 。 该 过 程 反复 重复 直至 所 有 序列 都 被 放 到 树枝 上 。 所 以 该 
方法 总 能 得 到 -- 樟 有 根 的 树 。 显 然 该 方法 有 一 非常 关键 的 假设 即 在 进化 过 程 中 所 有 核 茶 酸 / 
氨基 酸 都 有 相同 的 变异 率 ,也 就 是 存在 着 一 个 分 子 钟 ,所 有 序列 都 以 同样 速率 突变 。 这 种 算法 
得 到 的 进化 树 相对 来 说 不 是 很 准确 ,现在 已 经 很 少 使 用 。 

相 邻 连接 方法 是 基于 距离 方法 的 一 个 变异 ,可 创建 一 棵 无 根 的 树 。 同 样 它 首先 计算 所 有 
序列 间 的 距离 矩阵 ,有 最 小 距离 ( 羞 异 分 数 ) 的 两 对 序列 以 有 树 根 的 形式 被 连 在 一 起 ,随后 这 样 
的 序列 对 被 当做 一 个 序列 处 理 , 再 重新 进行 距离 计算 ,该 过 程 反 复 重复 ,直至 所 有 序列 都 被 放 
到 树 上 。 该 方法 也 有 分 子 钟 的 假设 即 所 有 序列 都 以 同样 速率 突变 。 其 计算 快捷 ,但 缺点 是 序 
列 上 的 所 有 位 点 都 被 同等 对 待 ,而 且 所 分 析 的 序列 的 进化 距离 不 能 太 大 。 

Fitch 和 Margoliash 法 寻找 符合 某 种 标准 的 进化 树 ,而 不 是 寻找 最 相似 的 序列 对 ,产生 无 根 
树 。 

最 大 节约 法 是 … 种 在 重建 祖先 关系 方面 很 流行 的 算法 。 最 大 节约 方法 考察 数据 组 中 序列 
的 多 重 比 对 结果 , 它 创建 的 进化 树 试图 通过 最 少 的 进化 改变 来 解释 观察 到 的 数据 ,例如 在 某 一 
特定 位 点 有 15 次 突变 ,有 可 能 在 第 一 和 最 后 一 次 的 突变 使 得 在 该 位 点 的 碱 基 回 复 到 与 原来 一 
样 的 碱 基 。 最 大 节约 法 假设 在 该 位 点 仅 发 生 一 次 突变 (一 步 )。 它 适用 于 符合 以 下 条 件 的 多 序 
列 :@ 所 要 比较 的 序列 的 在 基 差 别 小 ;@ 对 于 序列 上 的 每 一 个 矿 基 有 近似 相等 的 变异 率 ;@@ 没 
有 过 多 的 颠 换 /转换 的 倾向 ;@@ 被 检验 序列 的 碱 基数 目 较 多 (大 于 几 千 个 碱 基 )。 然 而 问题 是 许 
多 最 大 节约 进化 树 可 能 不 是 惟一 的 ,如 果树 中 有 许多 步骤 ,很 难 进行 统计 学 检验 ,而 且 此 种 方 
法 计算 比较 耗 时 。 

最 大 似 然 方法 分 析 序列 则 不 需 以 上 的 诸多 条 件 , 用 该 方法 推导 出 的 进化 树 能 够 以 最 大 的 
概率 考察 多 重 比 对 结果 ,或 者 说 该 方法 创建 所 有 可 能 的 进化 树 ,随后 用 统计 学 方法 进行 评价 哪 
一 棵 树 是 最 有 可 能 的 。 但 此 各 方法 计算 比较 耗 时 。 

3. 确 定 树 根 和 评估 进化 树 。 上 述 的 建树 方法 所 产生 的 都 是 无 根 树 (进化 树 没有 进化 的 极 
性 )。 为 了 评估 进化 假说 ,通常 必须 要 确定 进化 树 的 树 根 。 

评估 进 化 树 可 以 有 自 展 法 (bootstrap) 和 折 思 法 (Jackknife method)。 而 自 展 法 在 分 子 进化 的 
检验 中 应 用 较 广 。 自 展 法 用 来 估计 推导 出 的 进化 树 的 可 能 性 。 原 则 上 ,被 比较 的 序列 在 有 些 
地 方 被 随机 处 理 ,它们 的 相似 性 用 标准 计 分 矩阵 再 次 比较 。 涉 及 随机 可 代 计 数 N 个 字符 从 而 
创建 一 新 的 数据 集 ,该 数据 集 与 原始 数据 的 大 小 相同 ,但 是 有 些 字符 不 考虑 ,有 些 则 被 两 次 处 
理 。 对 每 个 序列 ,大 部 分 自 展 法 都 随机 处 理 100 次 ,并 用 随机 处 理 的 统计 学 与 原始 序列 比较 分 
值 进 行 比较 。 所 得 结果 是 对 原始 序列 比较 分 值 随机 发 生 的 可 能 性 的 估计 。 


三 、 举 Bi 

下 而 给 出 一 个 进化 分 析 的 简单 例子 ,目的 是 说 明 大 概 的 操作 过 程 。 有 兴趣 的 读者 可 以 自 
行 - 试 。 现 有 一 些 蛋 白 激酶 序列 , 欲 用 Fitch 方法 对 其 进行 进化 分 析 。 首 先 选用 SMART 程序 
将 各 个 蛋白 激酶 的 激酶 结构 域 的 边界 找 出 。 序 列 存 成 .tt 文件 ;随后 用 CLUSTAL X 将 其 打开 ， 
并 进行 多 序列 排列 ,同时 输出 .phy 文件 以 备用 PHYLIP 软件 包 进行 进化 分 析 。 
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>PKR_H.S 
|ERIKTLGTGSFGRUMLUKHKETGNHYAMK IL OK QKUUKLKQTEHTLNEKRIL GAUNFPFLUKLEF SFKONSNLYMUNEYUPGGEMF SHLRRIGRFSEPH 
|ARF YAAQIUL TFEVLHSLDL IYRDLKPENLL ID00GYIQUTOFGFAKRUKGRTWTLCGTPEVLAPEIILSKGYNKAUDMWAL GUL IVEMAAGYPPFFAD 
JOP IQIVEK IUSGKURFPSHFSSDLKDLLRNLLQUDL TKRFGNLKNGUNDIKNHKMF 

DPKC_H.S 

INFLMULGKGSFGKUMLADRKGTEEL VAIKILKKDUUIQDDDUEC THUEKRULALLDKPPFL TOLHSCFOTUDRL YFUMEYUNGGDLMVHTQQUGKFKEP 
lQQUFVARETSIGLFFLHKRGIIVRDLKLDNUMLDSEGHTK IADFGHCKEHMMDGUTTRTFCGTPDYIAPEI IAVOPYGK SUDMMAYGULL VEMLAGOPP 
|FOGEDEDEL Fas INEHNUSVPKSL SKEAUSICKGLHTKHPAKRLGCGPEGERDUREHA 

>CaMKIT_H.S 

[OL FEEL GKGAF SUURRCURKTSTGEVAAK I INTKKL SARDHOKLEREARICRLLKHPNIURLHDS I SEEGFHYLUFDLUTGGELFEDIUAREVYSEADA 
|SHCTHOTLESUNHTHGHOIUHROLKPENLLLASKCKGAAUKLADFGLATEUOGE QQAWF GF AGTPGYL SPEULRKOPYGKPUDIWACGUILYILLUGYP 
|PFWOEDGHKL YOO TKAGAYOFPSPEMOTUTPEAKNL INOML TINPAKRITRDOALKHPWU r 
>CaMk I_H.S. 

IDFROULGTGAF SEUTLAEDKRTOKLUAIKCIAKEALEGKEGSMENE IAULHKIKHPNIUALDDIVESGGHLVLIMOLUSGGELFDRIVEKGFYTEROAS 
IRL TFQULDAUKYLHOLGIUHROLKPENLL YVSLDEDSK IMISOF GL SKMEDPGSUL STACGTPGYUAPEULAQKPYSKAUDCUSIGUIAYILLCGYPPF 
|VOENDAKLFEQILKAEYEFDSPYWDDISOSAKOF IRHLMEKOPEKRFTCEQALGHPMI 

DMLCK_H.S 
lDTEERLGSGKFGQUFRLUEKKTRKUWAGKFFKAYSAKEKENIROE IS TMNCLHHPKLUGCUDAFEEKANIUMULEIUSGGELFERIIDEDFELTERECI 
IkVMRQISEGUEYIHKQGIUHLDLKPENIMCUNKTGTRIKL IDF GLARRLENAGSLKULFGTPEFUAPEUINVEPIGVATOMUSIGUICYILUSGLSPFH 
|GDNONETLANUTSATHDF DDEAF DEI SODAKOF ISNLLKKOMKNRLOCTOCLQHPWL 

>CDK1_H.S 

ITKTEKTGEGTYGUUYKGRHKTTGQUUAMKKIRLESEEEGUPS TAIREISLLKELRHPNIUSLQDULMQDSRL YL IFEFLSMOLKKYLOSIPPGQVMDSS 
ILUKSVLVOILOGIUFCHSRRULHROLKPONLL IDDKGTIKLADFGLARAFGIPIRUYTHEUUTLMYRSPEULLGSARYS TPUDIWSIGTIFAELATKKP 
| FHGOSEIDGLFRIFRALGTPNNEUMPEUESL QDVKNTFPKMKPGSLASHUKNLDENGLOLL SKMLIYDPAKRISGKMALNHPYFNDLDNOI 
>COK6_H.S 
lECUAETGEGAYGKUFKARDLKNGGRF VAL KRURUGTGEEGHPL STIREUAULRHLETFEHPNUURLFOUCTUSRTDRETEL TLUFEHUDGOLTTYLDKU 
|PEPGUPTETIKDMMFOLLAGLOFLHSHRUUHRDLKPONILUTSSGOIKLADFGLARIVSFQHAL TSUUUTLUYRAPEULLOSSYATPUOLUSUGCIFAE — 
IMF RRKPLFRGSSDUDGLGKILDUIGLPGEEDWPROUAL PROAFHSKSAGP IEKFUTDIDELGKDLLLKCLTFNPAKRISAYSALSHP 

DERKI LRAT } 
ToLoyIiGEGRYGHUSSRYDHURKTRURIKKISPFEHOTYCORTLREIOILLGFRHENUIGIRDILRRPTLERMRDUYIUQDLNETDLYKLLKSOOLSND © 
IHICYFLVOTLAGLKVIHSANULHROLKPSNLLINTTCOLKICOFGLARIADPEHOHTGFL TEVUATRWYRAPEIMLNSKGYTKSIOIUSUGCILAEMLS | 
INRPIFPGKHVLOGLNHILGILGSPSQEDLNCI INMKARNYLQSLPSK TKUAWAKLFPKSDSKALDLLORML TFNPNKRITUEEALAHPYL 

>ERK3_RAT 

|MOL.KPLGCGGNGL UF SAUDNOCDKRUAIKK TUL TOPGSUKHAL REIKI IRRLOHONIUKUFEILGPSGSOL TODUGSL TELNSUYIUQEVHETOLANUL 国 


File Edit Alignment Trees. Colors Quality Relph 


(Multiple Alignment Mode] Font sxej 司 


3 TAKIA_H.V. 
局 


SHKA_D.D 

Raf. 

Raf IMN. 

PRSIH.S S 
EN 
re 
As 
À 
N 
bx 
N 
N 

PAKI RAT 

"aM 

CaNKIT_H.S 


ruler 


vja === i “i j; 


PHYLIP-Alignment file created 中 


( 彩 图 见 封 三 ) 
-7% - 


第 七 章 ”核酸 及 蛋白 序列 的 计算 机 初步 分 析 


PHYLIP 的 功能 强大 ,主要 包括 5 个 功能 程序 组 : 
1. 分 子 序列 数据 的 分 析 程 序 
. 序列 数据 转变 成 距离 数据 后 ,对 距离 数据 分 析 的 程序 (包括 Fitch Kitch 和 NJ 方法 )。 
对 基因 频率 和 连续 字符 分 析 的 程序 
, 把 序列 的 每 个 碱 基 / 氨 基 酸 独立 看 待 ( 即 只 有 0 和 1 的 状态 ) 时 ,对 序列 进行 分 析 的 程 


3 
4 


和 修改 进化 树 的 软件 。 
首先 将 上 面 排 列 好 的 带 有 .phy 的 序列 文件 放 到 安装 有 程序 PHYLIP 目录 下 ,并 更 名 
为 infile。 先 打开 Protdist 程序 以 便 进 行 蛋白 矩阵 计算 。 打 开 Protdist 程序 时 出 现 这 样 一 对 话 


Print indicat 


Are these s in e to change) 


图 中 的 P MLO I2 代表 可 选择 的 选项 , 键 人 这 些 字母 ,程序 的 条 件 就 会 发 生 改变 。 选 
择 默 认 参 数 ,键入 Y 按 回 车 , 即 开始 计算 ,计算 结果 被 计算 机 自动 命名 为 文件 outfile 


rar 
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当 我 们 获得 了 蛋白 矩阵 后 ,就 可 以 用 距离 的 方法 构建 进化 树 。 这 里 我 们 采用 Fitch 的 方 
将 í 打开 Fitch 程序 ,出现 如 下 对 话 框 : 


先 默认 参数 , 即 开始 进行 建树 过 程 。 所 得 建树 文件 被 计算 机 自动 命名 为 treefile。 用 看 树 程 
View 打开 treefile 文件 ,如 图 ,可 见 不 同 的 蛋白 激酶 被 准确 地 归 为 不 同 的 家 族 ,而 且 有 意思 


Ratt m.m, PN 
papi DD. Raf RAT VESHS! crma 
K \ M3K Ara 
teem \ \ 
EphB2 XL. NAA \ / om PA 
CNG NS / Z ULKI H.S. 
AA eee 
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GSKa RAT 
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第 五 节 刊 有 生物 信息 学 的 期 刊 


随 着 人 类 基因 组 计划 日 新 月 异 的 发 展 ,生物 学 与 其 他 学 科 如 诬 学 .计算 机 科学 等 的 交叉 联 
系 越 来 越 广泛 ,在 不 久 的 将 来 ,很 难 想像 一 个 不 懂 计 算 机 的 分 子 生物 学 家 能 搞 好 科研 (更 不 用 
说 其 水 平 如 何 )。 所 以 对 于 从 事 这 一 相关 领域 的 科研 人 员 来 说 ,了 解 生物 信息 学 是 时 代 发 展 的 
需要 。 为 便于 分 子 生物 学 家 (而 非 计 算 机 专家 ) 提 高 生物 信息 学 分 析 水 平 , 特 列 出 下 列 刊 有 千 
物 信息 学 论文 的 较 高 水 平 的 期 刊 。 

1. Nature 生物 信息 学 方面 的 文章 较 少 ,但 不 发 则 已 ,一 发 惊人 。 但 其 方法 学 部 分 一 般 过 
于 简单 ,对 初学 者 难度 较 大 。 尽 管 Nature 水 平 可 能 是 最 高 的 杂志 ,但 可 能 也 是 最 小 气 的 杂志 之 
一 , 想 免 费 看 全 文 (哪怕 是 过 刊 ) ,No way! 所 以 没有 必要 列 出 其 网 址 。 

2. Science ” 相 比 之 下 ,同样 是 最 高 水 平 的 期 刊 ,Science 显得 比较 大 方 ,生物 信息 学 方面 的 
内 容 比 较 多 ,是 科研 工作 者 的 必 去 场所 (http://www. sciencemag. org/)。 

3. Ce 生物 信息 学 方面 的 文章 较 少 ,也 属 最 小 气 的 杂志 之 一 , 拟 专 研 生物 信息 学 的 读 
者 ,在 初期 ,不 去 也 村。 

4. Proc Natl Acad Sci Usa 水 平 很 高 ,可 免费 查 全 文 。 尤 其 是 其 Developmental Biology, Evolu- 
tion, Genetics 等 栏目 常 有 运用 生物 信息 学 分 析 的 高 水 平 文章 。 

5. Trend Biochem Sei 尽管 是 生化 方面 的 综述 类 期 刊 ,但 几乎 每 期 都 有 生物 信息 学 分 析 的 
文章 ,生物 信息 学 新 方法 ,用 计算 机 分 析 发 现 新 的 蛋白 结构 域 等 ,但 不 免费 。 

6. Genome Res ”水 平 较 高 ,刊登 比较 基因 组 学 、 和 蛋白 质 组 学 、 疾 病 基因 克隆 、 进 化 分 析 和 技 
术 革 新 等 许多 方面 的 文章 。 过 刊 免 费 查 阅 (http://www. genome. org/) o 

7. Nacleic Acids Res ”水平 不 错 ,每 年 一 月 第 一 期 为 数据 库 专 刊 。 过 刊 免费 查阅 (http:// 
nar. oupjournals. org/) o 

8. Bioinformatics ” 它 是 生物 信息 学 的 专门 期 刊 ,过 刊 免费 查阅 (http: //dioinformatics. 
oupjournals. org/) 。 
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第 八 章 
酵母 双 杂交 技术 


内 容 提 要 


蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作用 是 细胞 生命 活动 的 基础 和 特征 。 酵母 双 杂 交 系 统 是 一 种 
RRO ALM ABA AD KARA A RIET CALA 的 功能 特点 , 通 
过 两 个 杂交 蛋白 在 酵母 细胞 中 的 相互 作用 及 对 报告 基因 来 捕获 相 
$A. £908 TERRES SORES Kep RAR M 


验证 、 natal ln Cond ey E T ae 


随 着 人 类 后 基因 组 时 代 的 到 来 ,蛋白 质 组 学 (proteomics) 日 益 受 到 重视 。 在 生命 活动 中 ， 
DNA 的 复制 、 转 录 、RNA 的 剪接 、 蛋 白质 的 翻译 和 分 小 以 及 细胞 周期 的 调节 信号 传导 和 诸多 
代谢 过 程 都 是 各 种 相关 蛋白 质 有 机 相互 作用 的 结果 。 细 胞 或 组 织 中 的 蛋白 质 不 是 杂乱 无 章 的 
混合 物 , 蛋 白质 间 的 相互 作用 、 相 互 协调 是 细胞 进行 一 切 代谢 活动 的 基础 。 蛋 白质 组 学 的 研究 
目标 是 对 机 体 所 有 的 蛋白 质 进行 结构 鉴定 和 功能 分 析 。 以 往 研究 蛋白 质 的 方法 多 采用 生物 化 
学 技术 ,如 偶 联 、 免 疫 共 沉淀 等 方法 , 随 着 分 子 生物 学 实验 技术 的 飞速 发 展 , 近 10 年 来 ,发 展 了 
一 些 研究 蛋白 - 蛋白 相互 作用 的 方法 ,其 中 以 Fields 和 Song 创立 的 酵母 双 杂 交 技 术 为 最 佳 。 
该 方法 利用 酵母 生长 速度 快 , 且 容 易 操 作 的 特点 ,在 其 体系 中 研究 哺乳 动物 细胞 的 蛋白 - 蛋白 
间 的 相互 作用 ,通过 筛选 cDNA 文库 ,找到 与 感 兴趣 蛋白 相互 作用 的 蛋白 。 本 章 就 酵母 双 杂 交 
原理 ,具体 操作 方法 及 一 些 值得 注意 的 问题 予以 介绍 。 


第 一 节 ”酵母 双 杂 交 原 理 


一 、 原 理 


酵母 双 杂 交 系 统 的 建立 得 力 于 对 真 核 细胞 调控 转录 起 始 过 程 的 认识 。 研 究 发 现 ,许多 真 

核 生 物 的 转录 激活 因子 都 是 由 两 个 可 以 分 开 的 、 功 能 上 相互 独立 的 结构 域 (domain) 组 成 的 。 

例如 ,酵母 的 转录 激活 因子 GALA, 在 N 端 有 一 个 由 147 个 氨基 酸 组 成 的 DNA 结合 域 ( DNA 

binding domain, BD) ,C 端 有 一 个 由 113 个 氨基 酸 组 成 的 转录 激活 域 (tanscription activation do- 
.80 . 
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main, AD), GALA 分 子 的 DNA 结合 域 可 以 和 上 游 激活 序列 (upstream activating sequence, UAS) 
结合 ,而 转录 激活 域 则 能 激活 UAS 下 游 的 基因 进行 转录 。 但 是 ,单独 的 DNA 结合 域 不 能 激活 
基因 转录 ,单独 的 转录 激活 域 也 不 能 激活 UAS 的 下 游 基因 ,它们 之 间 只 有 通过 某 种 方式 结合 
在 一 起 才 具 有 完整 的 转录 激活 因子 的 功能 。 

酵母 双 杂 交 系 统 正 是 利用 了 GALA 的 功能 特点 ,通过 两 个 杂交 蛋白 在 酵母 细胞 中 的 相互 
结合 及 对 报告 基因 的 转录 激活 来 捕获 新 的 蛋白 质 , 其 大 致 步骤 为 : 

1. 视 已 知 蛋白 的 cDNA 序列 为 诱饵 (bait) ,将 其 与 DNA 结合 域 融合 ,构建 成 诱饵 质粒 。 

2. 将 待 筛选 蛋白 的 cDNA 序列 与 转录 激活 域 融合 ,构建 成 文库 质粒 。 

3. 将 这 两 个 质粒 共 转化 于 酵母 细胞 中 。 

4. 酵母 细胞 中 ,已 分 离 的 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 不 会 相互 作用 ,但 诱饵 蛋白 若 能 与 竺 
筛选 的 未 知 蛋 白 特异 性 地 相互 作用 , 则 可 激活 报告 基因 的 转录 ;反之 , 则 不 能 。 利 用 4 种 报告 
基因 的 表达 , 便 可 捕捉 到 新 的 蛋白 质 。 


二 、 酵 母 双 杂 交 的 基本 流程 


见 图 8- 1。 


酵母 AH109 酵母 Y187 (a) 


sonsa 


图 8-1 酵母 双 杂交 的 基本 流程 


注 :首先 构建 诱 饪 质粒 ,即将 已 知 的 基因 或 基因 片段 克隆 至 载体 中 ,并 以 此 为 诱 饰 去 钓 取 
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能 与 其 相互 作用 的 蛋白 质 , 故 称 该 质粒 为 诱 饰 质粒 。 再 构建 携带 有 大 量 信息 的 、 待 节选 的 cD- 
NA 文库 质粒 ， 亦 称 文库 质粒 。 分 别 将 话 饪 质粒 转化 入 AH109 酵母 菌株 、 文 库 质粒 转化 入 Y187 
酵母 菌 林 后 ,将 这 2 种 带 有 不 同 基因 的 酵母 菌 置 于 同一 培养 瓶 中 培养 ( 即 交 配 培养 ,使 它们 形 
成 二 倍 体 细胞 ) ,再 将 交配 培养 物 铺 于 缺少 某 些 营养 成 分 的 培养 盘 中 。 交配 期 间 , 如 果 诱 饪 质 
粒 中 已 知 基因 所 表达 的 蛋白 质 可 以 和 文库 质粒 所 表达 的 菜 些 蛋白 质 发 生 相 互 作用 ,就 会 激活 
报告 基因 。 利 用 这 一 特征 ,经 B- 半 乳 糖苷 酶 (B- galactosidase) 筛选 , 便 可 得 到 若干 个 可 以 和 已 
知 基因 发 生 相互 作用 的 阳性 克隆 。 借 助 PCR 扩 增 及 酶 切 分 析 , 将 克隆 进行 分 类 。 最 后 对 阳性 
克隆 进行 测序 , 便 可 得 到 和 已 知 蛋白 发 生 相互 作用 的 蛋白 质 。 


第 二 节 ”酵母 双 杂 交 系统 中 常用 的 菌株 与 表达 载体 


一 、 酵母 菌 的 一 般 特 点 


酵母 菌 是 一 种 典型 的 真 核 生物 ,虽然 其 基因 组 较 小 ,但 其 生物 学 特性 与 真 核 细胞 相似 。 酵 
母 菌 是 在 30 条 件 下 生长 ,在 有 和 氧 和 无 氧 状 态 中 都 可 以 很 好 地 适应 生存 , 它 可 以 以 出 芽 的 方 
式 进行 有 丝 分 裂 ,无 限期 生长 。 酵 母 菌 还 能 以 稳定 的 单 倍 体 和 二 倍 体 的 形式 存在 。 单 倍 体 细 
胞 可 以 是 两 个 交配 型 中 的 任意 一 个 ,二 倍 体 细胞 则 是 两 个 交配 型 的 单 倍 体 融合 而 成 。 在 碳 源 
和 和 氮 源 不 足 的 情况 下 ,二 倍 体 细胞 只 能 以 减 数 分 裂 的 形式 生存 。 酵 母 繁殖 迅速 ,可 以 方便 、 廉 
价 \ 大 量 地 培养 且 无 毒性 。 近 年 来 随 着 对 酵母 体系 的 研究 、 改 造 ,开发 ,不 断 有 新 的 菌株 产生 ， 
即使 在 酵母 双 杂交 实验 体系 中 ,也 在 更 新 着 更 为 合理 方便 稳定 的 菌株 。 为 方便 读者 理解 ,本 
章 根据 CLONTECH 公司 MATCHMAKER Libraries 2000 年 产品 中 使 用 的 菌株 进行 叙述 。 


二 、 常 用 的 菌株 


酵母 双 杂 交 系统 中 使 用 的 菌株 均 已 经 过 人 工 改造 。 它 们 含有 特定 的 报告 基因 ,并 已 删除 
了 相应 的 转录 因子 编码 基因 ,因此 本 身 无 报告 基因 的 转录 活性 。 当 诱饵 蛋白 和 待 筛选 的 蛋白 
相互 作用 时 ,导致 BD 与 AD 在 空间 上 接近 ,从 而 激活 UAS 的 下 游 启动 子 ,使 报告 基因 His 和 
Leu 得 到 转录 表达 ,因此 转化 子 可 在 缺乏 相应 成 分 的 培养 基 上 生长 ,并 由 于 Lacz 的 表达 使 其 在 
AA X- gal 的 培养 基 上 呈 蓝 色 。 

1.AH109 酵母 菌株 。AH109 酵母 菌 是 诱饵 质粒 的 宿主 菌 。 它 含有 4 个 报告 基因 : HS3, 
ADE2, MEL\ 和 LacZ (也 可 将 MEL1 和 LacZ 归 视 为 1 个 半 乳 糖苷 酶 报告 基因 ) ,它们 都 在 
GALA UAS 的 调控 之 下 。 最 强 的 启动 子 是 G4L1, 其 次 是 G4L2，MEL1 最 弱 。GAL1 和 GAL2 分 
别 调控 HIS3 和 4DE2 的 表达 , MELI 调控 MELA 和 LacZ 的 表达 ,二 者 又 分 别 编码 a- 半 屯 糖苷 
酶 和 有 - 半 乳 糖苷 酶 (图 8-2)。 


图 8-2 酵母 菌株 AH109 的 报告 基因 结构 图 
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2.Y187 酵母 菌株 。Y187 酵母 菌 是 文库 质粒 的 宿主 菌 。 它 含有 2 个 报告 基因 : MEL 和 
LacZ ,分 别 由 MELI 和 G4L12 个 启动 子 调控 (图 8-3)。 


图 8-3 酵母 菌株 Y187 的 报告 基因 结构 图 


三 、 表 达 载 体 的 构建 

(一 ) 诱 饵 质 粒 构建 

将 已 知 蛋白 质 的 cDNA 序列 构建 在 某 一 含有 DNA 结合 域 序列 的 载体 中 ,以 其 为 诱饵 ,在 
庞大 的 cDNA 文库 中 钓 取 能 与 之 相互 作用 的 蛋白 ,该 质粒 称 之 为 诱饵 质粒 ,为 在 实验 中 记录 与 
叙述 方便 , 写 为 :DNA - BD/bait。 其 特点 是 : 它 是 一 个 融合 表达 载体 ,含有 酵母 转录 因子 CALA 
的 DNA 结合 域 序列 和 两 种 可 供 选择 之 用 的 基因 ,一 为 抗生素 抗 性 标记 , 另 一 为 选择 性 营养 标 
记 , 且 均 为 显 性 表 型 。 与 常用 于 细菌 质粒 中 的 抗生素 抗 性 标记 所 不 同 的 是 ,选择 性 营养 标记 可 
以 补偿 酵母 菌 细胞 中 某 一 种 特定 的 代谢 缺陷 (营养 缺陷 ), 即 它 必须 与 具有 可 被 互补 的 经 过 适 
当 突变 的 宿主 菌株 结合 使 用 。 由 于 该 质粒 可 在 大 肠 杆菌 和 酵母 菌 二 种 细胞 中 稳定 存在 并 自主 
复制 , 故 又 称 为 穿梭 质粒 。 

如 质粒 PCBKT7( 图 8 - 4) , 它 含 有 卡 那 霉 素 抗 性 基因 和 可 表达 色 氨 酸 (Tm) 的 选择 性 营养 
标记 基因 。 卡 那 霉 素 抗 性 基因 可 用 于 细菌 筛选 ,将 质粒 转化 入 细菌 后 ,可 在 加 有 卡 那 霉 素 的 培 
养 基 中 生长 。 选 择 性 营养 标记 基因 用 于 酵母 筛选 , 当 质 粒 转化 和 酵母 菌 后 ,可 在 缺乏 色 氨 酸 的 
培养 基 中 生长 。 诱 饵 质 粒 构建 中 要 求 将 外 源 基 因 正 确 地 克隆 人 表达 载体 ,其 起 始 密码 正好 位 
于 启动 序列 的 相应 部 位 ,以 保持 读 码 框 一 致 。 

(二 )AD 融合 的 cDNA 文库 质粒 的 构建 

为 了 能 够 寻找 到 与 已 知 蛋白 相互 作用 的 蛋白 ,将 待 筛选 的 某 种 细胞 组织 器官 或 基因 片 
段 或 基因 突变 体 等 构建 成 cDNA 文库 ,并 克隆 人 能 够 编码 AD 转录 激活 域 的 载体 中 , 称 为 AD 
载体 或 cDNA 文库 载体 ,常用 的 有 pACT2( 图 8-5)、pTD - 1 等 。 该 类 载体 同样 为 穿梭 质粒 , 同 
样 编码 抗生素 抗 性 标记 和 选择 性 营养 标记 ,但 均 不 同 于 诱饵 质粒 ,如 pACT2 载体 含有 氨 荣 青 
短 素 抗 性 基因 和 可 表达 亮 氮 酸 (Leu) 的 选择 性 营养 标记 基因 。 随 着 分 子 生物 学 技术 的 商品 化 ， 
酵母 双 杂 交 所 用 的 各 种 CDNA 文库 可 直接 从 公司 购 得 , 且 公 司 已 将 构建 的 文库 质粒 转化 在 相 
应 的 酵母 菌株 中 , 故 其 商品 名 为 预 转化 cDNA 文库。 如 CLONTECH 公司 的 人 心脏 cDNA 文库 
已 经 预 转化 在 Y187 酵母 菌株 中 ,可 直接 用 于 筛选 。 
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POBKT? Vector Information 
GenBank Accession #: Submission in Progress. 


Hind it 


Meer ani 
TEx TCO GAA GAG AOT AGT AE AAA GT CAA AGA CAG THO RT GTA TEË ceo TT 


hy I sepang Yoo 
pae 


á te tap ot 
GTA ATA CGA CTC AGT ATA GOG CGA GCC GCC ATC ATG GAG GAG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CYS 
Er 


w 


ČAT ATG GCC ATG GAG GCC GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCG GCC GCA TAACTAGTATAACTTE 
Wal Neo! sii EcoRI ‘Bea Samii Soll Pail 
ve Meal 


A T erm 
‘TTGRGBCETETAAATSGOTETTOAGOGOTTTTTTGCOCGCTTGCAGCCAAGCT AATTCCGOGCGAATTTCTTATOATTT 
g 


we 


[NTGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATITTAAAGTGACTCTTAGUTTTTAAAACGAAAA 


图 8-4 BD 融合 的 诱饵 质粒 pGBKT7 的 结构 图 及 多 克隆 位 点 


PACT2 AD Vector Information 
GenBank Accession #: U29899. 9 bal 


a 
a> So, Tea Ty hp Wo Fa be Te T 
“GACCCA ABA AAA GAG ATC TGT ATG GCT TAC CCA TAC GAT GTT CCAGAT TACGCT AGC TTS 
sgue 
mm 


sti z 
Gcr or CALAID TCLATG GAS GOC CCA GGG ATC ORAATI CGA GET CGA GAGATG JAT GA 
Nael Nol SY Bam EPA et Boii 
sw me 
‘A705 TAGATAC TGAAAAACCECOCAASTTCACTTCAAC TOTE CATOGTGCACCATCTC 
CT 
ammu 


图 8-5 AD 融合 的 文库 质粒 pACT2 的 结构 图 及 多 克隆 位 点 
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四 、 表 达 载 体 与 菌株 表 型 之 间 的 关系 

酵母 双 杂 交 系 统 对 相互 作用 蛋白 的 筛选 过 程 ,最 终 是 通过 利用 诱饵 BD 质粒 和 文库 AD 质 
粒 的 选择 性 营养 标记 以 及 改造 后 的 酵母 菌株 的 报告 基因 的 表达 来 实现 的 。 简 言 之 ,含有 表达 
‘Trp 蛋白 基因 的 诱饵 BD 质粒 可 在 缺乏 Tmp(SD/ - Tm) 的 培养 基 中 生长 ;含有 表达 Leu 蛋白 基因 
的 文库 AD 质粒 可 在 缺乏 Leu(SD/ - Leu) 的 培养 基 中 生长 。 当 二 者 共同 转化 至 酵母 形成 二 倍 
体 细胞 后 ,就 可 在 缺乏 Trp 和 Leu(SD/ - Trp/ — Leu) 的 培养 基 中 生长 ; 当 诱饵 蛋白 和 待 筛选 蛋 
白 发 生 相 互 作用 后 ,BD 与 AD 接近 ,激活 了 UAS, 使 各 报告 基因 得 以 转录 ,因此 可 在 SD/ - Ade/ 
=- His/ - Leu/ - Trp 的 培养 基 中 生长 ,并 由 于 LacZ 或 MELI 基因 的 表达 ,通过 x - gal 显 色 筛选 
即 可 得 到 阳性 克隆 。 

五 、 对 照 载体 的 构建 

酵母 双 杂 交 中 ,设计 好 阳性 对 照 和 阴性 对 照 是 十 分 重要 的 。 在 CLONTECH 公司 所 有 的 
MATCHMAKER Libraries Kit 中 都 提供 了 一 对 现成 的 阳性 对 照 BD 质粒 pCBKT7/53( Fl 8 - 6) 和 
AD 质粒 pTD1 - 1( 图 8-7) ,它们 分 别 携带 有 鼠 源 P53 基因 和 SV40 大 片段 了 抗原, 并 已 分 别 转 
化 人 AH109 和 Y187 酵母 菌株 中 。 已 经 肯定 两 个 基因 可 以 发 生 相 互 作用 , 当 二 者 交配 为 二 倍 
体 细胞 后 ,在 SD/- Leu/ - Trp 培养 基 中 可 以 生长 , 若 经 B- gal 检测 克隆 均 应 旦 蓝 色 , 且 不 会 有 
渗 漏 与 自 激活 。 当 然 , 该 二 倍 体 细胞 也 可 在 TDO 和 QDO 培养 基 中 生长 ,但 一 般 不 必 检 测 。 


bp 371(ua72) 
EcoRI MAMP 


终止 密码 子 
bp 1328(a.0.390) 
bp 1345 


入 =c-Myc 表 位 标签 
图 8-6 阳性 对 照 BD 质粒 pGBKT7 - 53 的 结构 图 


阳性 对 照 AD 质粒 pTD1 - 1, 是 一 特异 设计 的 AD 载体 , 除 与 阳性 对 照 BD 质粒 pGBKT7/53 
外 ,不 与 其 他 诱饵 质粒 发 生 相 互 作 用 。 即 使 与 其 他 诱饵 质粒 交配 成 二 倍 体 细胞 ,也 不 会 激活 
CALA 上 游 激活 系统 的 ,因此 ,无 论 在 TDO 或 QDO 培养 基 中 都 不 会 生长 。 反 之 , 若 在 TOO 或 
QDO 培养 基 中 有 克隆 生长 , 则 证 明 诱 鱼 质 粒 有 自 激活 。AD 质粒 PTD1 - 1 除 用 于 阳性 对 照 和 
阴性 对 照 外 ,还 用 于 检测 诱饵 蛋白 对 酵母 交配 效率 的 影响 。 
性 对 照 BD 质粒 往往 以 空 载体 如 pCBKT7 或 pCBKT7/Lam 为 诱饵 质粒 ,前 者 不 含有 任何 
外 源 基因 片段 ,后 者 虽 可 编码 一 个 融合 的 人 核 纤 层 蛋 白 C, 但 它 基本 不 与 作为 阳性 对 照 的 AD 
质粒 pTD1 - 1 或 其 他 的 待 第 选 文 库 质粒 发 生 相 互 作用 。 将 pGBKT7 或 pGBKT7/Lam 转化 人 
AH109 酵母 后 均 可 与 Y187/pTD1 -1 交配 成 二 倍 体 细胞 , 仅 能 在 SD/ - Leu/ - Tp 培养 基 中 生 
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长 克隆 。 


bp 4559(a.2.87) 
Hind ll 
bp 4002 


Ndel 
bp 3808 
SV40 大 T- 抗 原 


Hind i 
bp 3477 

终止 密码 子 
bp 2693(a.2.708) 


Not (4163) 
Not (4345) 
A = SV40 nuclear localization signal 


图 8-7 阳性 对 照 AD 质粒 TD1 - 1 结构 图 


bp 2539 


六 、 酵 母 培养 基 的 制备 


酵母 菌 在 液体 培养 基 和 固体 培养 基 中 均 可 生长 ,同时 还 可 在 营养 丰富 和 营养 缺陷 的 培养 
基 中 生长 。 营 养 丰 富 培养 基 , 是 培养 酵母 菌 最 常用 的 一 般 性 培养 基 , 主要 组 分 是 酵母 提取 物 
(Yeast extract) , Zt É RE ( Peptone) WHEN ( Dextrose) ,由 于 这 种 培养 基 提供 了 细胞 从 头 合成 所 需 
的 氨基 酸 、 核 苷 酸 前 体 、 维 生 素 和 其 他 代谢 物 , 常 称 为 丰富 培养 基 或 YPD 培养 基 。 营 养 缺 陷 的 
培养 基 , 是 用 于 培养 已 转化 过 的 酵母 菌 的 最 基本 培养 基 , 以 选择 和 检测 它们 的 表 型 ,常用 于 培 
养 交 配 型 酵母 菌 或 用 于 选择 二 倍 体 、 选 择 转化 子 酵母 菌 等 。 它 包括 极限 培养 基 ( 亦 称 SD 培养 
基 ) 和 完全 极限 培养 基 ( 亦 称 选择 性 压力 培养 基 、 缺 陷 型 培养 基 )。 
(一 ) 液 体 培养 基 
1. 丰 富 培养 基 。 
(1) YPD 培养 基 : 
E AWK (Peptone) 20 g 
酵母 提取 物 (Yeast extract) 10 g 
加 HO 至 950 mL, 高 压 灭 菌 。 待 培养 基 冷 至 55 时 加 40% 经 过 滤 的 葡萄 糖 至 终 浓度 
为 2%。 
(2) YPDA 培养 基 : 在 1 LYPD 培养 基 中 加 入 15 mL 过 滤 灭 菌 的 0.2% BRIERE BARE (2 
浓度 为 0.003%)。 
2. 极 限 培养 基 ( 亦 称 SD 培养 基 )。 是 培养 酵母 菌 的 最 基本 培养 基 , 它 是 由 以 葡萄 糖 为 碳 
源 \ 以 无 机 盐 提供 氮 源 \ 磷 元 素 及 微量 金属 和 10 x 省 却 成 分 培养 基 所 组 成 。 
配制 :无 氨基 酸 的 酵母 基本 氮 源 (yeast nitrogen base without amino acids, YNB, Sigma 公司 产 
品 )6.7 g, 加 水 至 850 mL ,高压 灭 菌 。 待 培养 基 冷 至 55 时 加 40% 经 过 滤 的 葡萄 糖 至 终 浓度 
为 2% ,100 mL 灭 菌 的 含有 13 种 成 分 的 10 x DO 培养 基 。 根 据 需 要 ,还 可 加 3 - ATR E 
TAR 


BAR BEARER 


(cycloheximide) ARAI E MERRIER X - gal 等 。 
3. 10x 省 却 成 分 培养 基 (dropout supplements, 简称 10 x DO 培养 基 ) 。 


L- REAR ( L- Isoleucine ) 300 mg/L 
L- SHR ( L- Valine ) 1 500 mg/L 
L- 腺 嗓 叭 半 硫 酸 盐 ( L- Adenine hemisulfate salt, Ade) 200 mg/L 
L- 精 氨 酸 ( L- Arginine HCI ) 200 mg/L 
L- AAM ( L- Histidine HC] monohydrate, His) 200 mg/L 
L- ZAM ( L- Leucine, Leu ) 1 000 mg/L 
L- MAR ( L- Lysine HCI ) 300 mg/L 
L~ 蛋氨酸 ( L- Methionine ) 200 mg/L 
L- WAM ( L- Phenylalanine ) 500 mg/L 
L-AM ( L- Threonine ) 2 000 mg/L 
L- EAN ( L- Tryptophan, Trp) 200 mg/L 
L- MARR ( L- Tyrosine ) 300 mg/L 
DREIE ( L- Uracil ) 200 mg/L 


高 压 灭 菌 ,4 CORTE, RE SD 溶液 一 并 消毒 。 

10x 省 却 成 分 培养 基 共 含有 13 种 成 分 , 且 10 们 浓度。 习惯 上 , 若 只 写 10 x D0, 是 指 含有 
13 种 成 分 的 溶液 ,并 不 缺少 任何 成 分 。 真 正 的 省 却 之 意 , 是 指 该 液体 中 缺少 了 某 一 种 或 几 种 
成 分 ,但 含有 其 他 成 分 ,并 仍 为 10x 浓度 。 常 用 的 省 却 了 某 种 成 分 的 10 x DO 包括 以 下 几 种 形 
式 。 

一 缺 0x D0, 有 2 种 :10xDO/- Trp, 10 x DO/ - Leu 

=f 10 x DO, A 3 AP; 10 x DO/ — Leu/ — Trp, 10 x DO/ - Ade/ - Trp. 10 x DO/ - His/ - Trp 

=k 10 x D0, 有 2 种 :10x DO/ - Ade/ - Lew - Trp. 10 x DO/ ~ His/ - Leu/ - Trp 
Jik 10 x DO, RÆ 1 种 :10 x DO/ - Ade/ - His/ - Leu/ - Trp 

它们 分 别 代表 缺少 的 成 分 。 各 种 10 x DO 最 好 事先 单独 配制 且 标记 清楚 , 以 防 混乱 。 省 
却 成 分 培养 基 的 用 途 在 于 检测 和 簿 选 。 

4 .完全 极限 培养 基 ( 亦 称 缺 陷 型 培养 基 .选择 性 压力 培养 基 )。 配 制 缺陷 型 培养 基 时 , 需 在 
SD 溶液 的 基本 配伍 (YNB 6.7 g, 加 水 至 850 mL,40% 葡 萄 糖 加 至 终 浓度 为 2%) 中 加 入 1/10 体 
积 的 .不 同 省 却 成 分 的 10 x DO 培养 基 。 按 其 省 却 的 种 类 ,缺陷 型 培养 基 大 约 分 为 4 类 ,并 根 
握 省 却 的 成 分 给 予 相 应 的 冠 名 :缺少 一 种 成 分 的 培养 基 , 有 SD/ - Trp 和 SD/ - Leu; 缺少 二 种 
成 分 的 培养 基 , 有 SD/ - Lew - Trp, SD/ - Ade/ - Trp 和 SD/ - His/ - Tp, 统 称 DDO 培养 基 ; 缺 
少 三 种 成 分 的 培养 基 , 有 SD/ — His/ - Leu/ - Trp 和 SD/ - Ade/ - Leu - Trp, 统称 TDO 培养 
基 ; 缺 少 四 种 成 分 的 培养 基 , 有 SD/ - His/ - Ade / - Leu/ - Tip, PEHE QDO FIFE. 

BE: OSD 培养 基 是 指 加 入 含有 13 种 成 分 的 10 x DO; 选择 性 压力 培养 基 是 缺陷 型 培养 
基 , 即 加 入 缺少 了 不 同 成 分 的 10x DO; 罗 配制 培养 基 的 各 种 试剂 尽 可 能 使 用 相对 固定 的 公司 
产品 ,尤其 是 对 10 x 省 部 成 分 培养 基 中 的 13 种 试剂 有 要 从 同一 公司 购买 (推荐 使 用 Sigma 公司 
产品 ), 且 数量 配置 要 合适 ;图 一 般 情 况 下 SD 缺陷 和 非 缺陷 型 培养 基 不 需 加 抗生素 ;图 实 验 室 
内 应 统一 对 培养 基 的 名 称 , 标 签 与 记录 一 致 

(=) 固体 培养 基 

无 论 对 哪 一 种 液体 培养 基 , 加 入 2% (20 g/L) 的 琼脂 粉 ,高 压 灭 菌 ,冷却 后 铺 盘 就 成 为 相应 

,87 . 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


的 固体 培养 基 了 。 银 盘 前 , 待 培养 基 冷 却 主 55 已 时 如 人 待 匡 加 的 试剂 和 营养 成 分 (如 :葡萄 
HH RORY 3- AT IÈ X- a- Gal 等 ), 充 分 混 匀 ,尽量 避免 产生 气泡 ,在 超 净 台 内 倒 人 培养 区 。 
每 升 培养 基 可 以 制备 直径 150mm 的 培养 盘 13 ~ 14 个 ( 约 70 mL/ 个 ,过 少 易 干裂 ); 制 备 直 径 90 
mm 的 培养 盘 33 ~ 38 个 ( 约 30 mL/ 个 )。 应 在 使 用 前 制备 ,4 和 下 可 保存 2 个 月 。 

说 明 : 本 章 中 所 写 培 养 氏 一 词 是 指 未 加 入 任何 培养 基 , 加 入 固体 培养 基 后 的 培养 亚 统 称 培 
KA WFLA, 

(=) 相关 试剂 的 制备 

1. 40% 葡 萄 糖 : 葡 葡 精 40 g, 如 水 至 100 mL, 过 滤 后 4 入 保存 ( 因 液 体 粘 称 ,加 压 过 滤 时 应 
小 心 泪 膜 破损 )。 

2. 50 mg/ml. AYR HKG ( kanamysin) :过 滤 后 分 装 , - 20 所 保存 。 当 在 某 种 培养 基 ( 如 YP- 
DA) 中 加 入 卡 那 霉 素 时 ,可 简写 作 :YPDA/kan。 

3. IM 3- AT:1M 3- AT(3 ~ amino — 1,2,4- triazole, 3- 氨 基 - 1,2,4- WA) , 因 名 字 元 
长 ,中 、 英 文 文献 中 均 简 称 3 - AT) 溶 液 ,过 滤 除 菌 ,4 CORFE. 3 - AT 易 热 灭 活 , 故 使 用 时 须 
PARE 55 CUP RIA 

4, X-a- Gal ARE: X - a- Gal 即 X-a- 半 乳糖 吡 喃 糖苷 ,全 称 :5- bromo — 4 — chloro ~ 
3 ~ indolyl - a ~ D - galactopyranoside。 它 是 a- PAREREA ,在 酵母 双 杂 交 系 统 中 用 于 检 
测报 告 基因 MELI 的 表达 。u - FITE MEL 的 表达 产物 , 它 是 一 分 说 型 酶 ,因此 可 直接 
fEX—a- Gal 培养 盘 上 产生 显 色 反 应 ,克隆 呈 蓝 色 。X - a- Gal 可 先 溶解 于 培养 基 中 再 铺 盘 ， 
也 可 涂 于 培养 基 表 面 , 较 B- gal 滤纸 分 析 法 方便 ,但 其 价格 较 昂贵 。 

制备 :将 X-a- Gal (CLONTECH 公司 ) 深 于“ 甲 基 甲 酰 氨 (dimethylformamide, DMF) 中 , 浓 
度 20 mg/mL, - 20 %C , 避 光 保存 。 使 用 时 每 100 mL 培养 基 中 加 100 pL X- a- Gal 储备 液 。 

5. 各 种 贮存 液 : 

(1) 50% PEG 3350: 称 取 PEG 3350 50 g( 很 轻 , 但 占 的 体积 很 大 ), 用 灭 菌 的 去 离子 水 溶解 ， 
至 体积 达 100 mL。 如 不 易 溶 解 ,可 加 热 至 50 CHR 

{2) 10x TE Beh: 0.1M Tris*HGl，10mM EDTA,pH7.5, 高 压 灭 菌 。 

(3) 10x Like: 1M Liac, 用 稀释 的 醋酸 调 至 pH7.5, 高 压 灭 菌 。 

(4) 100% DMSO. 

6. PEC/LiAc 溶液 ( 现 用 现 配 ) :制备 使 用 液 10 mL。 取 8 mL 50% PEG.1 mL 10 x TE Buhi 
和 1 mL 10 x BAAR (LiAc IRI, Ao 


t, ERRAK AI 


1. RAEI APR ARI IRAE IA RREA 25% RKE HA 

2. 菌株 冻 存 原则 :未 经 转化 的 酵母 菌 侏 多 采用 YPD 培养 基 进 行 冻 存 ,但 AH109 菌株 需 用 
YPDA 培养 基 冻 存 ;对 转化 了 各 种 质粒 的 酵母 菌 进行 冻 存 ,为 保持 质粒 的 选择 压力 ,应 使 用 相 
应 的 SD( 或 YPD) 培 养 液 , 即 其 中 10x DO 溶液 的 种 类 要 依据 实验 而 定 。 一 般 液体 、 国 体 培养 基 
及 冻 存 液 应 保持 一 致 。 冻 存 时 ,或 挑 取 在 培养 盘 中 正 值 生长 旺盛 的 单 克 隆 置 人 事先 放 好 冻 存 
液 的 Eppendorf 管 中 , 震 摇 混 匀 以 彻底 分 散 细胞 ;或 吸取 在 液体 培养 基 中 正 值 对 数 生长 期 的 菌 
WOAH UNS , 置 - 70 CRo BEATE 1 年 以 上 。 

3. 复 苏 : 事 先 销 盘 。 未 经 转化 的 本 母 菌株 复苏 时 ,使 用 YPD 或 SD 盘 ,但 AH109 菌株 要 使 
用 YPDA 盘 。 对 转化 了 各 种 质粒 的 酵母 菌 复 苏 时 ,可 使 用 YPD 或 YPDA, 只 要 孵育 时 间 较 短 ， 
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质粒 不 会 丢失 即 可 。 但 若 要 从 转化 的 酵母 中 表达 融合 蛋白 , 则 应 按照 冻 存 时 的 状态 使 用 相应 
省 却 成 分 的 SD 盘 。 

复苏 时 ,在 冻 存 管 的 表层 (不 要 溶化 整个 冻 存 管 ) ,以 灭 蓝牙 签 芯 取 小 量 细 胞 ,在 盘 上 划 线 。 
倒置 于 30 气温 箱 培 养 ,3~5 4 后 ,长 出 克隆 ,直径 约 2 mm。 以 封口 膜 封闭 培养 盘 ,可 置 4 CF 
放 2 个 月 。 


入 、 酵 母 菌 的 培养 


BER 30 和 ,氧气 充足 和 以 葡萄 糖 为 碳 源 并 加 入 无 机 盐 提 供 氮 源 . 磷 元 素 及 微量 金属 
的 极限 培养 基 ( 基 本 培养 基 ) 中 即 可 生存 , 若 在 培养 基 中 加 入 蛋 上 白质 和 酵母 细胞 提取 物 { 丰 富 培 
养 基 ) ,酵母 细胞 可 以 生长 得 更 快 些 。 在 双 杂 交 实 验 中 ,如 果 欲 培养 单纯 的 未 经 转化 的 菌株 ,应 
使 用 YPD 或 YPDA 营养 丰富 培养 基 , 若 为 培养 交配 型 醉 母 菌 或 用 于 选择 二 倍 体 、 选 择 转化 子 
酵母 菌 等 ,应 使 用 SD 和 /或 SD 缺陷 型 培养 基 ( 视 实验 而 定 )。 以 液体 培养 基 大 量 培养 酵母 菌 
时 ,应 使 用 锥 形 瓶 , 且 培 养 液 不 能 超过 烧瓶 体积 的 五 分 之 一 。 为 保证 良好 的 通气 条 件 , 瓶 口 不 
应 完全 封闭 。 培 养 瓶 应 置 于 230 ~ 300 r/min,30 恒温 摇 床 中 进行 培养 。 使 用 轩 体 培养 其 时 ， 
每 个 直径 150 mm 的 培养 四 中 ,培养 基 的 量 不 应 少 于 70 mL; 每 个 直径 90 mm 的 培养 亚 中 ,培养 
基 的 量 不 应 少 于 25 mL。 否 则 ,酵母 菌 营养 不 良 ,克隆 生长 的 体积 小 , 且 易 干裂 


第 三 节 ”诱饵 质 粒 的 鉴定 


诱 铭 质粒 构建 完成 后 , 需 进行 一 系列 鉴定 实验 , 常 称 之 为 预 实 验 。 其 主要 内 容 包括 : 诱 钙 
质粒 转化 和 感受 态 酵 母 细胞 .诱饵 蛋白 毒性 作用 检测 .诱饵 蛋 白 渗 尘 与 自 激活 作用 检测 及 小 规 
模 酵 母 交配 实验 等 。 


一 、 制 备 感受 态 酵母 菌 


(一 ) 材 料 准备 

诱饵 质粒 空 载体 pGBKT7 或 阴性 对 照 载体 pGBKT7/Lam、 阳 性 对 照 载体 PEBKT7/p53( 若 
尚未 转化 入 酵母 ) AHI09 菌株 、YPDA 液体 培养 基 ,SD/ - Trp 堵 养 盘 \ 灭 菌 的 1x TE 缓冲 液 .1 
x 醋酸 锂 (LiAc) 溶 液 .PEG/ LiAc 溶液 .DMSO、10 mg/ml 链 精 DNA、 灭 菌 的 直径 5 mm 玻璃 珠 。 

(二 } 感 受 态 酵 得 菌 的 制备 

以 AH109 酵母 菌 为 例 。 

1. 从 复苏 的 AHIO9/YPDA 提 上 以 牙签 挑 取 1 个 直径 在 2 ~ 3 mm 的 克隆 接种 于 装 有 1 mL 
YPDA 液体 培养 基 的 Eppendod 管 中 。 若 克隆 直径 小 于 2 mm, 应 挑 取 数 个 克隆 。 

2. 剧烈 振荡 5 min UIRAA 

3. 将 之 转 入 会 50 mL YPDA 培养 基 的 三 角 瓶 中 。 

4. 于 30 T,250 r/min 摇动 10 ~ 18 至 酵母 菌 繁殖 的 稳定 期 (stationary phase)(ODen 值 > 
1.5)。 

5 取 30 mL 过 夜 培养 物 转 人 含 300 mL YPDA 的 三 角 撼 中 ,检查 稀释 培养 物 的 0Dan 值 , 若 
必要 ,加 和 更 多 的 过 夜 培养 物 直 至 MaF 0.2-0.3. 

6. 于 30 % ,230 r/min 继续 播 动 h, 此 时 ODeoo 应 为 0.4~0.6。 

7. 收集 培养 菌 液 于 50 mL 离心 管 中 ,1 000 g, 室 温 (20~ 24 TC) Bh» 5 mino 
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8. 弃 上 清 , 加 25 ~ 50 mL KE TE RR EE RAR AKA, 

9. 1000 g, 室 温 离心 5 mina 

10. 弃 上 清 。 

11. 将 菌 体 团 抉 悬 浮 于 1.5 mL 新 鲜 准备 的 、 灭 菌 的 1 x TE/1 x LiAc( 各 为 50% 体 积 ) 溶 液 


注意 :应 尽 可 能 在 超 净 台中 操作 ;随时 检测 酵母 的 OD 值 ,防止 超过 对 数 生长 期。 
二 、 诱 饵 质料 转化 入 感受 态 酵母 细胞 


《 接 上 面 步骤 ) 
12. 取 0.1 pg 待 转化 的 诱 钮 质粒 DNA 和 0.1 mg 能 精 DNA 于 一 新 的 1.5 mL 离心 管 中 , 混 


13. 加 0.1 mL 酵母 感受 态 细胞 , 震 摇 混 匀 。 

14, 加 0.6 mL KE PEG/LiAc 溶液 ,并 高 速 震 播 10 s LEAT. 

15. 30 X ,200 r/min #3) 30 min, 

16. 加 70 pL DMSO, EIR BES , 切 勿 震 播 。 

17. 42 所 水 浴 中 热 激 15 min, 

18. 冰 浴 1 ~2 mino 

19. 14 000 r/min, 室温 离 心 5 s, 移 去 上 清 。 

20. 用 0.5 mL KË 1x TE 缓冲 液 悬 泽 细 胞 (为 叙述 方便 ,将 已 转化 了 质粒 的 酵母 菌 称 为 
转化 子 )。 

21. 取 100 pL 细胞 悬浮 液 滴 加 在 SD/ - Trp HEIR AER IN AA 4 ~ 6 颗 灭 菌 玻璃 珠 ,水平 网 
动 以 使 细胞 县 液 均 匀 铺 展 , 这 对 克隆 的 均匀 生长 非常 关键 。 平 放 几 分 钟 ,至 补体 渗 人 琼脂 中 为 
正 。 

22. 为 保证 获得 分 离 良 好 的 克隆 ,同时 为 作为 计算 共 转 化 效率 的 对 照 ,再 以 x TE 缓冲 液 
制备 1:10.1:100 和 1:1 000 的 稀释 细胞 悬浮 液 ,重复 第 21 步 操作 。 

23. 于 30 避 培 养 箱 倒置 培养 ,直至 克隆 出 现 。 一 般 需 要 2 -~ 4 do 

24, 酵 组 克隆 明显 大 于 细菌 克隆 ,直径 至 少 应 达 2 mm。 将 培养 盘 用 封口 膜 封 好 ,4 CIE 
放 3~4 周 。 

25. 为 了 得 到 更 好 的 分 离 , 以 确证 转化 于 的 正确 ,还 可 以 挑 取 最 大 克隆 ,于 同样 的 选择 培 
养 基 中 再 次 划 线 及 培养 以 作为 储备 板 保存 。 

注意 : 比 处 仅 以 将 族 饰 质粒 转化 入 AHIO 为 例 , 落 转化 其 他 质粒 或 为 其 他 目的 的 转化 , 则 
应 准备 相应 的 SD ARM BRE. 


三 、 诱 饰 蛋白 的 毒性 检测 


(一 } 原理 

通过 比较 转化 了 空 质粒 pCBKT7 和 转化 了 诱 铅 质 粒 DNA - BD/bait 的 酵母 菌 在 液体 培养 
基 中 的 生长 速率 ,以 了 解 DNA - BD/bait 蛋白 是 否 有 毒性 作用 。 正 常 状态 下 ,二 者 的 生长 速率 
相同 或 接近 ,如 果 后 者 的 生长 速率 明显 较 前 者 慢 , 说 明 DNA - BD/bait 蛋白 可 能 对 酵母 菌 有 毒 
性 作用 ,因此 需 将 酵母 铺 在 琼脂 盘 上 与 预 转化 文库 交配 ,通过 交配 效率 的 计算 来 决定 该 诱饵 质 
粒 是 否 可 继续 使 用 。 
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(二) 方法 

1, 分别 挑 取 转 化 了 空 质粒 PCBKI7 和 诱饵 质粒 的 大 个 单 克隆 , 放 入 装 有 5 mL SD/ - Tm W 
体 培养 基 的 摇 菌 管 中 , 振 荡 混 匀 , 将 播 菌 管 以 相同 倾斜 度 放置 ,于 30 °C, 200 r/min HABA FF 
15 hs 

2. 次 日 取 2 mL PRBS 20 mL 相同 的 培养 林 中 ,30 C250 r/min 继续 振 扬 培养 3 ho 
WY 0Dewm 值 ,进行 比较 。 


四 、 请 饰 蛋白 自 激活 检测 


{一 】 常用 名 词 

转化 有 质粒 的 酵母 菌 , 不 论 质粒 的 性 质 如 何 , 常 称 其 为 转化 子 . 单 倍 体 细胞 ;一 旦 两 种 单 倍 
体 组 胞 交配 ,就 称 为 二 倍 体 细胞 。 在 酵母 双 杂 交 体 系 中 , 单 克隆 的 概念 主要 是 指 由 克隆 本 身 生 
长 形成 的 .形体 上 与 膨 国 克隆 互 不 相连 的 ,独立 的 酵母 单 菌落 。 但 就 其 本 质 而 言 , 它 可 以 是 单 
倍 体 细胞 ,也 可 以 是 二 倍 体 细胞 。 
=) 渗 漏 与 自 激活 现象 
转化 有 DNA - BD/bait 质粒 的 AH109, 在 与 DNA - AD 文库 质粒 交配 前 ,是 不 能 转录 激活 报 
告 基因 HIS3 的 表达 的 , 即 只 能 在 SD/ - Trp 培养 基 上 生长 ,而 不 应 在 SD/ - His/ ~ Trp 培养 基 上 
长 出 克隆 ,一 旦 有 克隆 生长 ,就 称 为 渗 漏 现象 。 其 产生 的 原因 可 能 是 构建 在 诱饵 载体 中 的 外 源 
基因 片段 本 身 就 是 一 个 转录 因 于 或 者 具有 转录 因子 的 作用 ,从 而 激活 了 报告 基因 。3 - AT 是 
HIS 蛋白 的 竞争 性 抑制 剂 , 它 用 来 抑制 HES3 蛋白 的 表达 。 如 果 涛 漏 现象 不 严重 , 且 能 够 被 3 
~ 15 mM 浓度 的 3 - AT 抑制 ,那么 该 诱饵 质粒 可 继续 用 于 筛选 。 

同 理 , 也 不 应 有 其 他 报告 基因 的 表达 。 如 以 MEL 为 代表 检测 有 无 半 乳 糖苷 酶 报告 基因 
的 表达 :制备 加 有 X — a- ga 的 缺陷 型 SD 培养 盘 ,不 论 缺 陷 的 成 分 与 种 类 ,只 要 有 蓝 色 克隆 生 
长 , 即 为 激活 了 MELI 基因 ,此 时 称 为 自 激活 。 因 此 ,在 正式 筛选 之 前 ,必须 进行 X-a- gal HE 
测 , 以 确证 诱饵 质粒 不 会 激活 报告 基因 ,以 防止 或 降低 假 阳性 克隆 的 产生 。 

渗 泼 与 自 激活 是 不 同 的。 前 者 (车 不 严重 ) 可 被 3- AT 所 抑制 ,而 后 者 则 无 抑制 方法 。 

(=) 预 实验 需 用 下 列 酵母 克隆 

AHI09[pGBKT7 - * * * 1: 代 表 研 究 者 所 构建 的 诱饵 质粒 ,生长 寺 SD/- Trp 培养 盘 。 

AH109[ pGBKT7 ~ 53]: 生 长 于 SD/ - Trp $F Ro 

AH109[pGBKT7] :生长 于 SD/ — Trp 培养 盘 。 

Y187[ pTD1 - 1]: 生 长 丁 SB/ - Leu 培养 盘 。 

AHI09[pCBKT7 - x x x ] x Y187[pTD1 -1] 二 傍 体 :生长 于 SD/ ~ Trp - Leu 增 养 盘 。 

AHIO9[pGBKT7 - 53] x Y187[pTD1 -1] 二 售 体 :生长 于 SD/ ~ Ade/ ~ His/ ~ Trp/ - Leu 培养 
盘 ( 阳 性 对 照 )。 

AHI109[pCBKT7] x Y187[PTDI- 11 二 倍 体 :生长 于 SD/ -Trp/ - Leu 培养 盘 (阴性 对 照 )。 

hi“ x a xm 代表 已 知 蛋白 的 cDNA 序列 。 当 两 个 单 信 体 问 用 “ x ”连接 时 ,表示 二 者 已 交 
配 为 二 倍 体 细胞 。 

(m) 单 倍 体 细胞 的 自 激活 检测 

1. 若 仅 检测 诱饵 质粒 ,使 用 直径 90 mm 培养 四 ,制备 SD/ - Trp/X ~ a - Gal, SD/ - His/— 
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Tip /X - a - Gal 和 SD/ ~ Ade/ -Trmp/X-a- Gal3 种 选择 性 压力 培养 盘 , 视 检测 的 质粒 种 类 (每 
种 用 TR) ,决定 铺 盘 量 数 。 

2. 为 防止 渗 漏 现象 出 现 和 节省 时 间 , 可 同时 制备 终 浓 度 分 别 为 3.6.9、12、15mM 3- AT 的 
SD/- His/ — Trp/X - a— Gal 盘 (3 — AT 的 梯度 浓度 ,可 自行 调整 )。 

3. 在 检测 诱饵 个 白 涛 性 后 ,用 剩余 的 菌 被 作 1:5 000 稀释 ,各 取 200 pl. 铺 在 上 述 培养 盘 


ch 


4, BRP AT 30 和 倒置 培养 3~5 d, 待 克隆 长 出 。 
5. 结果 观察 :诱饵 质粒 转化 子 应 仅 能 在 SD/ - Trp/X ~ a - Gal RELER EME, AW. 
若 为 蓝 色 ,或 在 SD/ - Ade/ - Trp/X-a- Gal 盘 上 有 克隆 生长 , 均 为 有 相应 报 告 基因 的 自 激活 ， 
应 分 析 原 因 。 若 在 SD/ - His -TX -a- Gal 盘 上 出 现 白 色 克 隆 ,为 有 渗 漏 。 若 有 蓝 色 克隆 
出 现 . 说 明 不 仅 有 浴 漏 ( 即 激活 了 HS3 报告 某 因 ), 且 还 有 MELI 基因 的 自 激活 。 对 有 白色 克 
REE KOBE, OR TRE MY 3 - AT 予以 抑制 。 当 从 某 一 浓度 的 3 - AT 培养 基 开 始 无 克隆 
牛 长 ( 亦 称 无 背景 生长 ) 时 ,为 3- AT 使 用 的 最 低 浓度 ,该 浓度 可 用 于 正式 筛选 。 

6. 若 转 化 的 克隆 为 白色 ,还 应 制备 存储 培养 盘 ( 即 在 相同 的 缺陷 型 培养 盘 上 划 线 生长 ,但 
HN X - a — Gal) 或 挑 取 白 色 克 隆 以 冻 存 - 

(E) 二 倍 体 组 胞 的 自 激活 检测 


L 一 倍 体 细胞 的 交配 产生 :二 倍 体 可 以 由 两 个 单 倍 体 在 液体 培养 基 中 交配 产生 ,也 可 在 
固体 培养 基 中 用 划 线 交配 法 产生 。 如 :用 牙签 分 别 挑 取 SD/ - Trp 培养 盘 上 的 AH109[ pGBKT7 
— 53] ABE AUZE SD/ ~ Leu 培养 盘 上 生长 的 Y187[pTDI - 1 克隆 ,共同 接种 在 SD( 非 缺陷 型 培养 
基 ) 培 养 副 上 的 同一 位 置 并 稍 加 混 义 , 即 两 种 克隆 重 肥 接种 。30 ,交配 4hb 后 ,用 牙签 挑 取 交 
读物 在 SD/ - Ade/ - His/ ~ Trp/ - Leu 培养 盘 上 划 线 。30 倒置 培养 4~ 6 do 

2. 分 别 挑 取 实验 组 二 倍 体 、 阴 作对 照 二 倍 体 及 阴性 对 照 二 倍 体 的 单一 克隆 至 有 1 mL HK 
BK AY Eppendod 管 中 , 振 荡 混 义 , 以 1:5 000 稀释 后 取 100 pL 涂 布下 列 堵 养 盘 。 若 有 HIS 表达 
渗 漏 , 则 需 加 3~ 15mM 3 - AT 以 抑制 渗 漏 。 为 检测 MELI 报告 基因 表达 ,也 可 在 铺 交 名 混合 物 
前 将 X- a ~ Gal 加 到 选择 培养 基 中 。 铺 盘 : 

一 售 体 :SD/ - Tm/ - Leu/X -a- Gal, SD/ ~ His/ ~ Trp/ - Leu, SD/ - Ade/ - Trp/ - Teu, SD/ 
~ Ade/ - His/ ~ Trp/ ~ Leu 

阳性 对 照 ;SD/ - Ade/ - His/ - Trp/ - Leu/X - a ~ Gal 

BAER SD/ - Trp/ - Leu/X ~ a ~ Gal, SD/ - His/ - Trp/ - Leu, SD/ - Ade/ - Trp/ - Leu, 
SD/ = Ade/ ~ His/ — Trp/ = Leu 

3. 结 果 观 察 :由 AHI09[pGBKI7 - x * * JAI Y187[pID1 - 1] 交配 的 二 售 体 只 能 在 SD/ - 
Trpy- Leu/ X-a- Gal 中 生长 , 且 为 白色 克隆 , 若 在 其 他 培养 基 中 生长 或 克隆 呈 蓝 色 , 说 明 诱 
饵 质 粒 有 渗 漏 和 自 激活 ;阳性 对 照 二 倍 体 在 各 种 涂 有 X- a- Gal 的 选择 性 压力 培养 基 DDO, 
TDO 及 QDO 中 均 可 生长 , 量 为 蓝 色 克隆 ;阴性 对 照 也 只 能 在 SD/ - Trp/ - Leu/X ~ a - Gal HÆ 
长 ,并 为 白色 上 克隆 。 


五 、 交 配 效 率 的 检测 与 计算 


为 了 能 在 正式 第 选 前 对 交配 效率 有 一 楼 概 的 了 解 ,尤其 是 了 解 研究 者 所 构建 的 诱饵 蛋 哲 
对 酵母 交配 效率 的 影响 ,应 进行 小 规模 酝 母 预 杂 交 实验 ,以 检测 和 计算 交配 效率 。 
1, 分 别 从 正在 实验 的 储存 培养 盘 中 挑 取 体 积 大 于 2 ~ 3 mm, 且 应 新 鲜 ( 少 于 2 周 ) 的 大 
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小 相近 的 一 对 单 倍 体 克 隆 ,如 :AH109 [PGBKT7 - x * x ] 和 Yl87[pTD1 - 1j， 同 时 放 人 一 含 
0.5 mL2xYPDA 培养 液 的 EP EH, 

2. Fe 1 min 以 彻底 悬浮 细胞 。 

3. 随后 将 其 转 至 2 mL 2 x YPDA 的 播 菌 管 中 。 

4, 30 © 200 r/min 振 扬 过 佼 (20 ~ 24 h) ,此 期 间 为 交配 过 程 ,产生 二 倍 体 细胞 。 

5. 次 日 铺 盘 :用 0.5x YPDA 以 1:200 稀释 交配 混合 物 ,并 取 200 pI, 涂 布 于 下 列 两 种 SD 选 
择 培养 基 :SD7 - Trp 和 SD/ - Trp/ - Leu. 

注意 :此 处 用 0.5x YPDA 培养 基 的 目的 在 于 少 加 些 营养 物 ,以 提高 二 倍 体 的 存活 率 而 不 
会 显著 增加 选择 培养 基 的 背景 。 

6. 30 和 ,倒置 堵 养 4 do 

7. 计数 两 种 培养 盘 上 的 克隆 数 。SD/ - Tp 盘 上 的 克隆 数 肯 定 多 了 SD/ - Trpy ~ Leu, A 
只 有 二 倍 体 细胞 才能 够 在 Spy - Trp / -Leu REEK, WERTE 30 ~ 300 之 间 易于 计数 ,因此 
奖 求 铺 盘 时 一 定 要 有 不 同 的 稀释 度 。 

8. 交配 效率 的 计算 :公式 : 二 倍 体 细胞 克 降 数 (SD/ - Trp / - Leu 盘 的 克隆 数 ) / 单 倍 体 细 
胞 克隆 数 (SD/ - Trp 盘 的 克隆 数 ) x 100 % = 多 交配 效率 


第 四 节 ”正式 筛选 预 转化 cDNA 文库 


一 、 筛 选 前 的 准备 


(一 } 实验 材料 

筛选 过 程 中 锅 使 用 大 量 的 培养 四 ,至 少 应 准备 80 个 直径 150 mm、200 个 直径 90 mm 的 培 
PMA LARZA . 蔡 干 个 0.5~ 1 容积 的 三 角 瓶 .100 REER kg 直径 5 mm 的 
玻 编 珠 、100 g 直径 0.4~0.5 mm 的 玻璃 珠 以 及 5 000 个 左右 的 牙签 , 除 后 2 种 为 一 次 性 物品 
外 ,其 余 应 可 重复 消毒 使 用 。 酵 母 菌 是 在 30 CHETEK, ,筛选 过 程 至 少 连续 2 周 , 故 需 单独 
的 温 箱 ,但 不 需 特殊 气体 供应 。 

(二 ) 文库 的 保存 

文库 应 保存 在 - 70 名 。 共 公司 购买 的 文库 ,多 以 1 mL/ 支 为 一 次 使 用 量 。 文 库 液 滴 一 且 
融化 , 切 匆 再 次 冻 存 。 

(=) 制备 培养 盘 

1 SRE RAS BE Re 

(1) 严 谨 程 度 ; 在 此 是 指 在 何 种 选择 性 压力 培养 基 上 进行 筛选 。 

(2) 高 严谨 选择 :用 缺乏 4 种 营养 物 的 培养 基 ( 即 SD/ - Ade/ - His/ - Leu/ - Tip, QDO) 进 
行 杂交 的 克隆 筛选 。 可 同时 在 培养 盘 上 加 X- a- Gal 以 检测 MELI 报告 基因 的 表达 。 

(3) 低 严谨 选择 :用 缺乏 3 种 营养 物 的 培养 基 ( 即 SD/ - His/ - Leu/ - Trp,TD0) 进 行 杂交 的 
克隆 筛选 。 苦 需要 可 在 培养 茹 中 加 3 - AT. 

(4) 折 中 严谨 选择 :将 交配 培养 物 的 一 半 铺 于 QDO 培养 盘 , 另 一 半 铺 于 TDO 培养 盘 。 

根据 预 实验 的 结果 RELA ORE. BARRE 显 毒 性 ES 
漏 ,无 自 激活 , 且 预 转化 的 交配 效率 在 正常 范围 时 ,以 使 用 高 严 襄 选 择 性 压力 户 养 基 为 最 佳 广 
案 。 当 然 ,此 方法 筛选 所 得 到 的 阳性 克隆 数 少 于 用 低 严 谨 和 折 中 严谨 法 筛选 的 克隆 ,但 假 阳性 
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克 降 相对 也 少 。 由 于 试剂 X- a- Gal 价格 昂贵 且 需 要 量 大 ,可 用 两 次 X- 8B- Gal 检验 来 复 选 
和 确证 阳性 克隆 ,以 代替 X- a- Gal 的 作用 。 培 养 基 中 高 浓度 的 3 - AT 能 杀 死 新 鲜 转 化 的 绝 
胞 ,所 以 当 用 过 量 3 - AT 来 选择 强 的 双 杂 合 相互 作用 时 ,最 好 用 低 严 灌 选 择 力 案 。 

2 .制备 培 养 盘 。 基 论 拟 采用 何 种 压力 选择 性 培养 基 , 均 需 铺 制 60 ~ 63 个 直径 150 mm 的 
培养 盘 。 同 时 制备 直径 90mm 的 SD/ ~ Leu, SD/ - Tip, SD/ - Leu/ - Tip 培养 盘 各 3 个 。 严 格 无 
菌 操 作 。 虽 然 国外 公司 认为 制备 好 的 培养 并 可 在 室温 放置 2- 4 个 月 ,但 据 作者 经 验 ,以 不 超 
过 3 周 为 限 。 了 琼脂 表面 雾气 水 珠 会 导致 细胞 的 不 均匀 分 布 ,所 凡 若 培养 盘存 放 在 4 C, SER 
转化 前 应 室温 放置 2~3 d 或 30 CHE 3 h 后 使 用 。 


二 、 正 式 萍 选 预 转化 的 cDNA 文库 


(一 ) Se . 

1. 准备 浓缩 的 诱饵 质粒 宿主 菌株 的 过 夜 培养 物 , 如 AH109L pGBKT? - 53]. 

() 接 种 一 大 (2 ~ 3 mm) 的 、 新 鲜 ( <2 月 ) 的 AHIO] bait] ÆRET 50 mL 的 SD/ - Trp 培养 
基 ,30 © ,250 ~ 270 r/min 振荡 过 夜 (16 ~ 24 h)。 

(2) 次 日 检查 培养 物 的 QDsw 值 。 在 进行 步骤 3 前 ,应 QDewm 值 > 0.8。 

(3) 将 50 ml 培养 物 于 1 000 g 离 心 5 min, 弃 上 清 ,用 璋 余 的 5 ml 液体 中 悬浮 细胞 团 块 。 
用 计数 板 进行 细胞 计数 ,浓度 应 > 1 x 10? cells/mL. 

2. 临 用 前 于 室温 水 浴 融 化 约 1 mL 文库 , 轻 轻 振荡 并 取出 5 pL 置 于 冰 中 ,以 备 随后 文库 
滴定 ( 先 向 下 进行 , 待 文库 交配 实验 后 再 滴定 文库 )。 

3. 在 2 工 容积 的 灭 菌 三 角 瓶 中 加 入 步骤 1 制备 的 AH109[bait] 堵 养 物 和 1 mL 文库 ,再 加 
45 mL 2x YPDA/Kan 并 轻 轻 摇动 。 用 1 mL 2 x YPDA/kan 冲洗 冻 存 文库 管 2 次 。 最 后 用 2x 
YPDA/kan 将 终 体 积 补 至 50 mlo 

4. 于 30 © 30~50 r/min 轻 轻 振荡 20 ~ 24 he 

BS: ZARKREY AIL, CRERRRGNERROWALE HRTEM, KER 
水 对 保持 细胞 集中 于 瓶 底 ,防止 飞 减 和 贴 壁 是 非常 重要 的 , 当 振荡 速度 > 50 r/min 时 将 显著 降 
ERRAR, 

5. ERRE 20 h 后 ,于 一 相差 显微镜 下 (400 x EERE. MAAF y- 
gotes) ,应 继续 交配 4 h。 合 子 一 般 基 三 叶 形 (three - lobed shape) ,各 叶 代 表 2 个 源 自 双亲 的 单 
售 体 细胞 和 出 芽 的 二 售 体 细胞 (the budding diploid cell) (图 8-8)。 

6. 终止 交配 。 将 交配 混合 物 移 至 一 灭 菌 的 100 mL 离心 管 ,1 000 g 离心 10 min 沉淀 细胞 。 
随后 用 2 x YPDA/kan 冲洗 交配 用 三 角 瓶 2 次 ,每 次 50 mL。 用 两 次 冲洗 液 巧 浮 最 初 得 到 的 细胞 
FALE, TRY 1 000g 离心 10 min 沉淀 细胞 。 最 后 ,用 10 mL 0.5 x YPDA/kan 悬浮 细胞 团 块 ,并 测 
量 细胞 和 培养 基 的 总 体积 ( 例 :I0 mt 培养 基 + 2.5 mL 细胞 ,共和 2.5 mL。 用 于 计算 所 筛选 的 克 
HERD. 

7. 交配 效率 测定 : 取 5 pL 文库 交配 混合 物 ,用 0.5 x YPDA/kan ik 1100, 1:1 000, 1:10 000 
稀释 ,分 别 取 各 种 稀释 波 100 pL RAR SD/ - Leu. SD/ - Leu/ - Trp, SD/ - Trp 培养 盘 , 即 每 种 
盘 涂 布 3 个 浓度 (此 步 可 放 在 铺 完 文库 交配 混合 物 之 后 再 做 )。 

8. 让 式 铺 文 库 交 配 混合 物 。 将 剩余 的 交配 混合 物 全 部 铺 于 大 约 近 60 个 直径 150 mm 的 
培养 盘 (根据 预先 确定 的 严谨 狂 选 方案 所 制备 的 QD0 或 /和 TDO 盘 ) ,每 盘 铺 200 pL, 相 当 于 每 
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培养 盘 有 2x 10' ~ 2x 105 细 胞 。 为 使 二 售 体 细胞 在 盘 上 均匀 分 布 , 放 4~6 颗 直径 5 mm 的 灭 
菌 玻 璃 珠 并 水 平 晃动 以 促进 细胞 的 均匀 分 布 , 直至 所 有 液体 都 被 吸收 。 


图 8-8 交配 产生 的 合子 
各 叶 代 表 2 个 源 自 双亲 的 单 倍 体 细 胞 和 出 芽 的 二 售 体 细胞 


9. F30 乞 倒置 培养 直至 克隆 出 现 。 一 般 TDO 培养 基 需 3 ~ 8 d, QDO 培养 基 则 需 8 ~ 21 
do 2~3 d 后 有 些 克隆 即 能 在 文库 筛选 盘 见 到 ,但 培养 盘 应 至 少 孵育 8 d(TDO) 或 16 d(QDO) 以 
容许 生长 缓慢 的 克隆 (如 弱 相 互 作用 ) 出 现 。 对 那些 小 的 、 苍 白 的 克隆 (其 可 能 在 两 天 后 出 
现 ,但 直径 永远 不 会 超过 1 mm) 可 忽略 ,能 真正 表达 Ade + , His + 基因 的 克隆 非常 大 ,直径 可 > 
2 mm, 呈 白色 或 微粉 红色 , 且 在 - Ade 的 培养 基 中 将 慢 慢 变 红 。 另 外 ,Y187 生长 较 AH109 或 
Y187/AH109 二 倍 体 慢 , 且 形 成 的 克隆 也 小 。 

10. 计数 SD/ - Leu,SD/ - Trp 和 SD/- Leu/ - Trp 盘 上 的 克隆 数 。 计 算 酵 母 交配 的 效率 和 
筛选 的 克隆 数 。 

11. 在 8~21 4d 的 酵母 生长 过 程 中 ,逐步 将 阳性 克隆 挑 至 QDO 网 格 盘 中 ,此 时 应 开始 在 网 
格 上 对 克隆 从 1,2,3… 开 始 逐 一 编号 。4 保存。 依据 克隆 数 多 少 , 决 定做 B - gal 检测 的 时 
间 。 网 格 盘 是 指使 用 直径 90 mm 的 培养 四 ,在 其 底部 用 记号 笔划 成 lmn? 左 右 的 网 格 ,每 格 挑 
入 一 个 阳性 克隆 。 

由 于 在 氮 源 受 限 时 ,二 倍 体 细胞 有 进行 减 数 分 裂 (meiosis) 和 形成 拒 子 的 潜在 可 能 ,所 以 文 
库 筛 选中 所 获得 的 阳 人 性 克隆 不 能 放置 在 同一 块 培养 盘 上 超过 2~4 周 时 间 。 否 则 ,应 进行 冻 存 
( 置 于 -70 TC)。 总 之 ,4 工 保存 时 间 不 要 过 长 。 

12. 对 生长 在 TDO 基质 中 的 克隆 ,将 其 复制 到 含 X-a- Gal 的 QDO 基质 ,并 在 30 CHA 
3~8 do 

无 论 在 QDO 或 TDO 培养 基 中 生长 的 转化 子 都 是 真正 的 双 杂 合 阳性 克隆 ,其 中 有 些 也 许 
会 包含 多 个 AD 文库 质粒 。 然 而 最 常见 的 假 阳性 克隆 可 通过 筛选 ADE2, HIS3, MELA 这 3 种 报 
告 基因 的 表达 而 消除 。 其 他 类 型 的 假 阳性 可 按照 第 五 节 中 的 方法 来 消除 。 

(二 ) 短 选 文库 的 同时 需 做 的 检测 

1. 文 库 滴定 。 
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2. 计 算 交 配 效 率 与 筛选 的 文库 克隆 数 。 文 库 锌 选 前 , 需 验证 表 型 和 检查 对 照 菌 的 交配 效 
率 。 由 于 交配 效率 在 各 次 实验 中 不 同 ,而 交配 效率 又 会 影响 所 币 选 出 的 文库 克隆 的 数目 ,所 以 
每 次 文库 交配 实验 时 都 应 平行 设立 对 照 交 配 实验 。 


Z. XÆ M Z (Library Titering) 


(一 ) 要 点 

1 .稀释 的 文库 不 如 未 稀释 的 文库 稳定 ,因此 一 旦 文库 被 稀释 ,应 在 1 h 内 用 完 ,否则 滴 度 
将 显著 降低 。 

2. 培 养 基 应 使 用 推荐 浓度 的 抗生素 以 抑制 污染 织 菌 的 生长 。 

(=) 试剂 和 材料 

1. YPDA/Kan 培养 液 (注意 : 需 加 抗生素 ) 。 

2. SD/ - Leu 培养 盘 。 

(=) 步骤 

1. 将 5 kL 文库 转 至 有 1 mL YPDA/Kan 的 EP 管 中 , 轻 轻 振 播 混 匀 ,此 即 稀释 液 A( 稀 释 系 
数 = 10-?)。 

2. 从 稀释 液 A 中 移 10 pL 至 有 1 mL YPDA/Kan 的 1.5 mL EP 管 中 , 轻 轻 振 播 混 匀 ,此 即 稀 
释 液 B( 稀 释 因 子 = 10-*). 

3. 从 稀释 液 B 中 各 取 50 pL、100 pL, W ERRAT SD/ - Leu 盘 。 

4. 30 所 ,倒置 培养 3~5 do 

5. 计算 培养 盘 中 的 克隆 数 (应 使 用 含 30 ~ 300 个 克隆 的 培养 盘 )。 

6. 依 如 下 方法 计算 滴 度 (cfu/mL, 克 隆 形成 单位 /每 毫升 交配 液 )。 

公式 :克隆 数 / 铺 盘 体积 ( mL) x 稀释 系数 = cfu/mL 

举例 :培养 盘 克 隆 数 = 400 ~ 600 

铺 盘 体积 =0.05 mL 
稀释 倍数 = 10-* 
滴 度 为 :400/0.05 x 1074 - 600/0.05 x 1074 = 8x10 -1.2x108 cfu/mL 
注意 :应 保证 移 液 器 的 计量 准确 和 操作 技术 的 准确 ,否则 , 滴 度 计算 结 果 可 相差 2~5 售 。 


四 、 计 算 酵 母 交 配 的 效率 和 和 幕 选 的 克隆 数 


(一 ) 交配 效率 
计数 克隆 约 在 30 ~ 300 之 间 的 SD/ - Leu、SD/ - Leu/ - Trp, SD/ - Trp 培养 盘 中 的 克隆 数 
举例 :SD/ - Len 培养 盘 克 隆 数 为 700。 
SD/ - Leu/ - Trp 培养 盘 克 隆 数 为 50。 
交配 效率 = 50/700 x 100% = 7% 6 
{二 ) RPL Be ERK 
公式 :交配 效率 x 文库 滴 度 x 总 铺 盘 体积 。 
举例 :7% x (8 x 10 = 1.2.x 108 efu/mL) x 12.5 mL =7x 10 -1.05xI08。 
注 :12.5 mL BARBARA BIE P 6”, 终 止 交配 后 ,经 两 次 冲洗 ,最 后 用 10 mL 
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0.5x YPDA/kan 瑟 淳 细胞 团 决 ,测量 细胞 和 培养 基 的 总 体积 为 12.5 mL。 尽 管 细胞 体积 可 能 
会 咯 有 差异 ,但 交配 混和 物 都 会 达 12 mL, 也 正 是 如 此 ,所 以 事先 应 制备 培养 盘 60 ~ 63 个 。 


第 五 节 ”对 初步 获取 的 阳性 克隆 的 分 析 与 验证 


对 初步 获取 的 大 量 阳 性 克隆 ,要 经 过 一 系列 的 去 伪 存 真 的 第 选 过程 ,最终 方 可 得 到 能 够 与 
诱饵 蛋白 发 生 相互 作用 的 蛋白 。 主 要 包括 :克隆 表 型 验证 .6 - 半 乳 糖 车 酶 (B - galactosidase) 分 
ACER R- gal 分 析 ) PCR 扩 增 AD/ 文 库 质粒 , 酶 切 归 类 、 酵 母体 内 、 外 再 验证 和 测序 。 


一 、 克 隆 表 型 验证 一 一 大 规模 第 选 


1, 当 克 隆 生 长 至 21 d 时 ,应 从 原始 交配 盘 中 分 别 将 所 有 克隆 挑 人 QDO 网 格 盘 中 ,并 逐一 
编号 ,过 小 的 克隆 应 所 弃 。 

2. 在 滤纸 上 进行 B- gal 分 析 ( 实 验 步 又 见 下 )。 注 意 : 蓝 色 克 隆 为 阳性 。 

3. 划 线 第 选 。 利 用 B- gal 分 析 后 的 同一 网 格 盘 , 若 盘 上 的 克隆 未 全 部 被 滤纸 所 "“ 芯 " 掉 ， 
挑 取 每 个 克隆 的 剩余 部 分 在 新 的 QDO 盘 上 划 线 。 若 所 剩 克 隆 体积 过 小 ， 则 需 在 30 CALE 
2~4d 后 再 划 线 。 为 节省 培养 盘 , 可 在 其 底部 用 记号 笔划 线 分 割 成 4~ 8 部 分 。 此 时 必须 严格 
按照 网 格 盘 上 的 阳性 克隆 号 标 在 划 线 盘 上 ,做 到 对 号 入 座 。30 °C ,倒置 培养 4~6 do 

4. 再 次 划 线 第 选 。 从 第 一 次 划 线 盘 上 挑 取 单 克隆 在 新 的 QDO 盘 上 再 次 划 线 。 如 果 第 一 
次 划 线 产生 的 克隆 体积 很 小 ,或 未 能 很 好 地 分 离 , 则 应 挑 取 * 一 堆 " 克 隆 划 线 。30 ,倒置 培养 
4~6 do 

SBIR IRE AEA RK QDO 网 格 盘 中 (注意 编导 书写 准确 )。 第 一 二 次 
划 线 盘 暂 时 存放 于 室温 。 

6. 再 次 B- gal 分析。 几 蓝 色 克 隆 均 可 初步 认定 是 阳性 克隆 。 

7. 对 网 格 盘 上 的 每 个 阳性 克隆 进行 保 种 ,同时 进行 酵母 质粒 的 提取 。 由 此 可 见 , 克 隆 的 大 
小 极为 重要 , 划 线 盘 暂 时 存放 的 目的 也 在 于 此 。 

注意 :两 次 划 线 之 目的 ,在 于 随 着 选择 性 压力 的 维持 状态 ,使 没有 发 生 相 互 作用 的 质粒 被 
丢掉 ,同时 也 使 真正 的 阳性 克隆 维持 其 正确 的 表 型 。 每 次 经 B- gal PHARM MGI, TERM 
目 都 将 逐 淅 减少 ,因此 每 次 准确 标记 克隆 的 编号 是 一 非常 重要 的 工作 。 


二 、B- 半 乳 糖苷 酶 活性 分 析 


(~) 一 般 概念 

B- 半 乳 糖 医 酶 显 色 反应 选择 法 是 利用 表 型 特征 筛选 (又 名 遗传 检测 法 )\ 检 测 Lae 基因 
表达 的 一 种 常用 的 经 典 的 方法 ,其 原理 在 很 多 书 中 已 有 介绍 。 在 酵母 双 杂交 系统 中 主要 用 它 
分 析 两 个 已 知 蛋 白 的 相互 作用 。 该 方法 以 X- gal 作为 8- 半 乳 糖苷 酶 的 底 物 , 分 固 相 和 液 相 
两 种 分 析 方 式 ,前 者 又 分 为 琼脂 板 分 析 和 滤纸 分 析 。 

1. 琼脂 板 分 析 是 一 种 定性 分 析 , 指 在 制备 SD 选择 性 培养 盘 时 ,培养 基 内 含有 X ~ gal E 
其 敏感 度 较 低 ,一 般 不 推荐 在 酵母 双 杂 交 中 使 用 。 

2. 滤纸 分 析 也 是 一 种 定性 分 析 , 是 指 在 不 含有 X- gal 的 SD 选择 性 培养 盘 的 克隆 表面 履 
盖 滤 纸 ,以 滤纸 " 苹 取 "克隆 ,对 滤纸 上 的 克隆 进行 显 色 反应 ,以 蓝 色 克 隆 确 定 为 阳性 。 此 方法 
BE BUR ASE OEE TEA TAU 
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3. 液 相 分 析 是 定性 分 析 , 虽 然 其 产生 的 背景 低 ,但 其 敏感 性 也 低 , 不 能 对 反应 弱 的 克隆 给 
予定 性 , 且 不 适宜 做 大 规模 第 选 。 本 章 仅 就 滤纸 分 析 法 予以 介绍 。 

(二 ) 材料 准备 

1. Whatman #5 或 VWR Grade 410 滤纸 。 将 滤纸 前 成 与 网 格 盘 同样 大 小 形状 ,可 留 有 两 个 
小 把 手 以 利于 提取 ,高压 灭 英 , 按 每 个 网 格 培养 盘 使 用 一 张 滤纸 准备 ,同时 还 应 准备 相应 数量 
的 直径 大 于 网 格 培养 盘 2 ~ 4 cm 的 滤纸 。 

2. BE (2~4 把 ) FE .针头 直径 120 mm 的 培养 四 一 个 ,所 有 物品 需 灭 菌 。 

3. Z 缓冲 液 : 


Na, HPO, .7H,0 16.1 g/L 
NaH>PO,.H)0 5.50 g/L 
KCl 0.75 g/L 
MgSO,.7H,0 0.246 g/L 


调 pH (A 7.0, KE, SAT HK AE, 

4. X-gal 销 备 液 :X- gal BY) X- p- gal, EPX - B- EART, £H 5 — bromo - 4 - 
chloro ~ 3 - indolyl- 8- D - galactoside. #8 4# X - gal 于 二 甲 基 甲 胺 (N,N - dimethyl formamide , 
DMF) 中 , 终 浓度 为 20mg/mL, 避 光 贮 于 20 To 

5. Z RIR /X- gal 混合 液 ( 现 用 现 配 ): 


Z 缓冲 液 100 mL 
8B- 琉 基 乙醇 (B- mercaptoethanol) 0.27 mL 
X- gal 储备 液 1.67 mL 
6. 用 实验 室 常用 的 保温 瓶 倒 入 液 所 。 
(=) 实验 步骤 


1. 为 求 最 佳 结果 ,用 新 鲜 ( 如 30 生长 2~4 由 的 ,直径 在 1 ~ 3 mm 的 克隆 。 若 仅 有 少量 
克隆 需 分 析 ,将 其 直接 划 线 或 取 小 堆 克 隆 铺 于 由 应 的 SD 选择 琼脂 盘 ,于 30 CHWA 1 ~2 d， 
随后 用 下 述 B 一 半 季 糖 昔 栈 分析。 此 处 是 指 对 从 原始 交配 盘 中 挑 信 QDO 网 格 盘 的 克隆 检测 。 

2. 将 Z 缓冲 液 /X -gal 溶液 , 放 在 120 mm 的 培养 四 中 。 

3. 将 一 张 直 径 大 的 滤纸 放 入 盛 有 2.5 ~ 5 mL Z 缓冲 液 /X-gal RAAHAA PRE, 
取出 后 放 在 托盘 上 。 

4. 用 银子 将 一 灭 菌 的 干 滤纸 覆盖 于 培养 盘 的 克隆 面 , 与 克隆 紧密 接触 。 一 旦 覆盖 ,不 可 
再 移动 滤纸 。 轻 轻 用 银子 拳 所 滤纸 尽量 使 克隆 粘 至 滤纸 上 。 

5. 用 针头 经 滤纸 刺 3 个 或 更 多 不 对 称 的 洞 至 琼脂 以 定位 。 

6. 用 镖 子 小 心地 将 滤纸 移 离 琼脂 盘 。 若 滤纸 上 的 克隆 过 少时 ,以 牙签 挑 取 相 应 位 置 的 克 
隆 至 滤纸 ,应 特别 注意 克隆 在 滤纸 与 琼脂 盘 上 的 对 称 位 置 ,不 可 腊 错 。 将 滤纸 的 克隆 面 朝 上 ， 
放 人 液 氮 中 ,浸没 10 s, 使 克隆 固化 于 滤纸 上 。 

7. 将 滤纸 移出 液 所 ,平衡 至 室温 ( 冻 / 融 处 理 可 快速 ,有效 地 裂解 细胞 )。 

8. 小 心 将 拓 有 克隆 的 滤纸 (克隆 面 朝 上 ) 放 在 托盘 中 预 漫 湿 的 滤纸 上 ,滤纸 下 面 及 二 层 滤 
纸 间 避 免 气泡 。 最 后 将 托盘 加 盖 , 平 放 于 室温 。 

9. 30 C (或 室温 ) 卿 育 滤纸 并 定时 观察 蓝 色 克 隆 出 现 的 时 间 。 
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{ 四 ) 几 个 值得 商 粮 的 问题 
1. 各 个 克隆 产生 8 - 半 乳 糖苷 酶 蓝 色 显 色 反应 的 时 间 不 同 , 文 库 得 选中 一 般 进 行 30 min 


至 8 hb, 延长 艇 育 ( > 8 h) 可 
2. 用 8- 半 乳 糖苷 酶 


Yeast 


得 近 


TEE R- gal 分 析 过 程 中 采取 分 时 间 妖 标记 阳 
记 1 次 , 共 标 记 3 次 (可 用 
行 实验 。 此 种 作法 可 以 人 为 控制 所 需 的 克隆 数量 ,但 也 可 

总 之 8- 半 乳 糖苷 酶 滤纸 分 析 是 采用 
OEE ST AE OZ 缓冲 液 /XX 一 


能 会 产生 假 阳 性 。 
阳性 对 照 质粒 转化 的 酵母 在 20 ~ 30 min 内 变 鉴 。CLONTECH 公司 的 


Protocol Handbook 中 指出 ,大 部 分 双 杂 交 阳 性 对 照 的 
色 信和 号 ,但 笔者 在 操作 中 发 现 ,一 般 在 1.5 h 后 才 开 始 出 现 蓝 色 反应 。 
3. 初次 饰 选 的 克隆 数 依 不 同 的 实验 可 能 有 很 大 差异 
2 000 个 克隆 , 这 其 中 肯定 会 有 相当 数量 的 假 阳性 , 旦 如 此 筛选 下 去 ,工作 量 也 将 极 大 。 


的 一 种 筛选 法 。 


共 转 化 菌株 在 60 min 内 出 现 阳 性 蓝 


,笔者 所 在 实验 室 曾 在 初次 筛选 中 获 


性 克隆 的 方法 , 即 每 2~2.5 h 对 出 现 的 克隆 标 
不 同 颜色 的 记号 笔 以 区 分 之 )。 最 后 , 取 各 时 间 段 部 分 克隆 ,向 下 进 
1 能 丢掉 部 分 信息 ,此 方法 仅 供 参考 。 

拓 字 法 将 克隆 移 至 滤纸 上 ,通过 冻 柄 法 裂解 酵母 细 
gal 溶液 中 ,利用 虹吸 作用 使 上 层 滤纸 发 生 显 色 反应 


三 、 酵 母 质粒 DNA 的 提取 


将 第 2 p- 半 乳 糖 董 酶 分 析 使 用 的 


网 格 盘 ,再 放 30 CEK 1 ~ 2 d 后 ,对 阳性 克隆 进行 


保 种 和 酵母 质粒 DNA 提取 。 若 阳性 克隆 依旧 很 小 , 册 可 从 第 2 次 划 线 盘 上 挑 取 克隆 ,但 尽量 


使 用 


PE 


网 格 盘 , 以 减少 假 阳性 的 几率 。 
(一 ) 材料 准备 : 


1. 含 目 的 质粒 的 酵母 苗 落 (网 格 盘 或 划 线 盘 ) 。 
2. SD/ - Ade/ - Hisy - Trp/ ~ Leu 液体 培养 基 ( 若 用 TDO ALB Hb , Leh To 48 FA TDO 液体 培 


)。 
3. 酵母 裂解 缓冲 液 : 


Triton X- 100[ V/V} 
sps[ W/V] 

NaCl 

Tris HCL 

EDTA 


终 浓度 
2% 
1% 

10 mM 
10 mM 
1 mM 


4. UGE SRE = 25:24: (V/V/V) CERO BED) 


5. 3 M 酷 酸 钠 (NaAc) pH 5.2. 


6. 直径 0.4~0.5 mm 的 酸 洗 玻 璃 珠 (Sigma 公司 ) ,可 


(=) 操作 步骤 


直接 使 用 。 


1, 挑 取 单 克隆 ,投入 放 有 1 mL SD/ - Ade/ - His/ - Trp/- Leu 液体 培养 基 的 Eppendor 管 
中 ,振荡 混 匀 , 移 至 预先 放 有 4 mL 相同 液体 培养 基 的 播 菌 管 中 。 

2. 30 C 230 r/min ,振荡 培 养 24 ~ 36 h 至 细胞 静止 期 。 

3. 使 用 Eppendorf 管 收集 细胞 ,1 000 名 室温 离心 5 min, FL. 

4. 加 200 pL 醇 母 裂解 液 ,0.2 g MUERTAS (29 200 pL 体积 ) 及 200 pL R: RD «ECA, 
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剧烈 振 萝 2 min, 

5. 12 000 r/min, 室 漫 离心 5 mine 

6. 将 上 清 转 人 另 一 新 的 Eppendorf 管 , 加 入 0.1 倍 体积 的 3M NaAc(pH5.2) 和 2.5 倍 体积 
无 水 乙醇 , 混 匀 , - 20 CHA 30 min, 

7. 12 000 r/min,4 % ,离心 5 min, 弃 上 清 。 

8. 用 70% 乙 醇 清洗 沉淀 ,至 少 两 次 ,以 确保 将 盐 离 子 洗 掉 ,这 对 下 一 步 的 电 转 极为 重要 。 

9. 室温 干燥 ,用 10 ~ 15 pL 去 离子 水 溶解 。 

注意 ;从 每 个 阳性 酵母 克隆 中 分 离 的 质粒 DNA 是 DNA - BD/bait 质粒 和 至 少 一 种 AD/Bi- 
bry 质粒 的 混合 物 。 酵 母 质粒 的 提取 步骤 并 不 困难 ,但 产量 较 少 ,因此 ,要 用 小 量 体 积 的 水 洲 
解 。 


四 、 醇 母 质 粒 转 入 大 肠 杆菌 DH5a 


(一 ) 材料 准备 

1. LB 细菌 培养 液 500 mL( 使 用 1 工 容 积 的 三 角 瓶 )。 

2. LB/ 氨 荣 培养 盘 。 

3. WB 溶液 2 L(10% 超 纯 甘 油 ,90% 去 离子 水 ,V/AV) , 需 高 压 灭 菌 。 

4. 其 他 : 液 氮 ,50 mL 离心 管 .ppendof 管 . 播 世 管 (用 于 提 细 笠 DNA)。 

5. 电 转 仪 (gene pluser), 电 转 杯 (gene pluser cuvette) 均 为 Bio Rad 产品 。 

(=) DH 5a 感受 态 细 获 的 制备 

. 挑 取 细 蓝 单 克隆 于 含有 10 mL LB( 无 抗生素 ) 的 50 mL 离心 管 中 ,37 所 ,180 min RY 


14 ho 
. 取 0.8 mL 菌 液 加 入 500 mL LB( 无 抗生素 ) 中 ,37 C170 r/min 通气 振荡 6~7 h( 最 多 不 
超过 8 h), EZ ODs = 0.8。 
3. 收集 细菌 , 冰 浴 40 mino 
4. 于 4 C,3 000 r/min 离心 10 min, 沉 淀 细菌 。 
5. KAEVE 250 mL FORAY KTS AY WB 溶液 。 
6. 
7. 


~ 


于 4 C,3 000 r/min 离心 10 mino 
重复 步骤 5.6 两 次 。 
. 轻 轻 倒 指 上 清 DRA AED LI IAS mL。 将 细菌 蕊 液 转移 至 50 mL 离心 管 。 

9. 4 C,3 000 r/min 离心 10 min, 小 心 奔 上 清 , 剩 约 1 mL 菌 体 。 

10. 加 1~1.5 mL WB 溶液 悬浮 细菌 ,使 其 浓度 为 3 x 10" 细 胞 /mL, 并 分 装 于 用 液 氮 预 冷 
(非常 重要 ) 的 Eppendorf 管 中 , 每 管 约 25 pL( 视 样品 多 少 作 相应 量 的 感受 态 细菌 ,并 应 保证 每 
管内 的 细菌 浓 度 )。 

TL. 放 入 冰 中 ,立即 做 电 转 。 

注意 : 刚 开始 收集 的 细菌 ,离心 后 呈 淡 黄色 至 微 绿色 , 且 不 易 是 滔 ,， 经 WB 溶液 的 清洗 , 菌 
KRA, HELA, AAR 

(=) 电 转 化 

1. 取 1 虑 酵母 质粒 人 25 pL 倾 冷 的 感受 态 细菌 中 E. 

2. 转 人 到 电 转 杯 中 ,避免 气泡 。 


oo 


- 100 . 


第 八 章 ”了 醇和 母 双 杂 交 技 术 


. 上 机 。 电 转 参数 :电压 2 500 V; 电 阻 200 Qi 电容 25 nF。 电 转 时 间 约 持续 4 so 
. 所 转 杯 中 加 ! mL LB, 充 分 混 均 , 移 回放 感受 态 细 获 的 Eppendorf 管 中 。 
. 37 ©, 250 r/min 振 播 45 ming 
2 500 r/min,4 © 离心 1~ 2 mine 
RFE 850 pL 上 清 ,将 150 pL 泥 匀 , 涂 布 于 BAFE. 
37 拒 倒 置 培养 ,不 能 超过 20 h( 敬 超过 20 h 的 菌落 为 "卫星 "菌落 , 假 阳性 居多 , 视 “ 不 可 
信和 菌落 ” ,不 必 播 菌 。) 
{ 四 ] 组 万 质粒 DNA 的 提取 
同一 般 质 粒 DNA 的 提 了 到。 同时 冻 存 茵 种。 
{五 ) 注意 与 说 明 
.感受 态 细菌 . 电 转 杯 始终 放 人 冰 中 。 电 转 应 在 低温 下 (0~ 4 和 气 ) 进 行 ,如 果 在 室温 下 操 
作 , 转 化 效率 可 能 会 降低 到 原来 的 1/100。 
2. 电 转化 时 如 果 酵 母 质 粒 洗涤 不 干净 ,有 各 种 离子 的 存在 ( 主 指 盐 离子 ) ,将 造成 电 转 标的 
击 穿 甚 至 更 严重 的 事故 。 
3. 电 转 杯 的 清洗 :自来水 .去 离子 水 各 洗 3 次 ,70% 乙 醇和 无 水 乙醇 各 漫 泡 10 min, EAR 


oo Da Rw 


Fo 
4. 制 备 感受 态 细菌 时 播 菌 的 LB 不 加 氨 共 青霉素 。 
5. 获 得 的 阴性 克隆 可 视 为 文库 质粒 ,而 文库 质粒 的 细菌 第 选 表 型 为 氮 荣 抗 性 , 故 电 转化 子 
应 铺 于 LB/ 氨 茶盘 ,以 选择 性 扩 增 AD 质粒 。 
6. 除 电 转 化 人 大 肠 杆 菌 DH 5a 外 ,还 可 使 用 其 他 菌株 ,如 HB101 等 。 


五 ,克隆 归 类 


初步 筛选 所 得 到 的 阳性 克隆 ,实际 上 是 DNA - BD/bait 质粒 和 至 少 1 种 AD/ 文 库 质粒 相互 
作用 的 混合 物 。 通 过 两 次 划 线 .B- 半 乳 糖苷 酶 分 析 以 及 在 氨 茜 盘 中 筛选 转化 子 等 若干 步骤 的 
表 型 再 验证 后 ,逐步 使 二 倍 体 酵 母体 内 的 非 相互 作用 质粒 在 选择 性 压力 下 丢失 ,以 得 到 那些 在 
交配 中 真正 与 诱饵 质粒 发 生 相互 作用 的 文库 质粒 。 即 使 这 样 ,由 于 一 个 酵母 体 中 可 以 含有 多 
个 质粒 , 且 插 入 在 ADv 文 库 质粒 中 的 许多 cDNA 序列 是 相同 的 、 近 似 的 或 重复 的 , 仍 会 对 以 后 
的 工作 造成 很 多 麻烦 。 如 何 识别 .删除 这 些 重 复 序列 ? 设计 者 采用 PCR 扩 增 与 酶 切 相 结 合 的 
方法 。 先 通过 POR 扩 增 得 到 AD/ 文 库 质 粒 中 的 插入 于 ,再 对 扩 增 片段 进行 酶 切 、 归 类 ,达到 纯 
化 .精简 阳性 克隆 种 类 与 数量 的 目的 。 

酵母 双 杂 交 系 统 中 ,cDNA 文库 插入 在 ApD/ 文 库 质粒 中 。 为 保证 对 这 些 插入 子 的 扩 增 效 
率 ,CLONTECH 公司 的 MATCHMAKER Libraries 试剂 盒 ,已 在 构建 质粒 时 设计 了 扩 增 插入 序列 
的 PCR 引物 (图 5)。 引 物 可 直接 购 得 或 合成 。 经 PCR 扩 增 得 到 欲 第 选 的 片段 ,其 大 小 是 不 一 
致 的 ,从 几 百 bp 至 几 个 kb。 可 先 根据 PCR 扩 增 片段 的 大 小 ,做 一 粗略 的 分 类 ,再 对 每 类 中 的 
全 部 或 部 分 PCR 结果 用 限制 性 内 切 酶 消化 。 

CLONTECH 公司 推荐 使 用 Alu [或 Hoe I 两 种 酶 并 分 别 进行 单 酶 切 ,此 二 酶 不 像 一 般 的 
内 切 酶 可 识别 6 个 核 戎 酸 序 列 , 它 们 仅 可 识别 4 个 核 背 酸 序 列 。 前 者 识别 序列 AGCT， 后 者 识 
别 序列 GCCC。 理 论 上 ,4 个 核 背 酸 序列 出 现 的 频率 大 于 6 个 核 背 酸 序列 ,也 就 是 说 ， 在 所 得 到 
的 某 一 序列 中 ,由 于 这 2 种 酶 的 酶 奶 位 点 多 于 其 他 酶 ,可 将 这 一 大 片段 切割 成 儿 个 片段。 即使 
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扩 增 片段 大 小 相同 ,也 有 可 能 产生 不 同 条 带 。 利 用 这 一 特点 ,对 每 个 PCR 产物 进行 酶 切 ,每 个 
单 酶 切 都 会 产生 几 个 条 带 , 很 少 出 现 单一 条 带 , 多 者 可 达 5 ~ 6 条 。 于 是 可 将 电泳 条 带 大 小 相 
同 或 由 近 的 克隆 归 为 一 类 ,再 从 每 一 类 中 选取 “代表 "测序 。 

关于 PCR 扩 增 、 酶 切 ,测序 及 序列 分 析 等 ,参照 一 般 分 子 生物 学 技术 指导 。 分 析 归 类 则 要 
民 据 不 同 实验 自行 设计 。 此 处 虽 叙 述 简单 ,但 实际 仍 包含 大 量 工作 , 且 最 终结 果 要 由 此 获得 。 


六 、 在 酵母 体内 再 验证 蛋白 的 相互 作用 


为 进一步 确证 经 上 述 筛选 得 到 的 和 诱饵 蛋 白 发 生 相 互 作 用 的 蛋白 是 否 真实 ,将 两 种 质粒 
同时 转 人 一 个 宿主 菌 以 再 次 验证 。 可 选择 如 下 实验 方案 : 

(一 ) 共 转化 

1. 制备 AH109 感受 态 酵母 菌 。 

2. 从 细菌 中 提取 的 文库 质粒 DNA 逐一 和 DNA - BD/bait 质粒 做 共 转 化 。 

3. 铺 于 SD/- Ade/ - Hie/ -Leu/ - Trp/X -a- gal Žo 

4.30 各 孵育 直至 克隆 出 现 。 

(=) 哑 母 交配 试验 

酵母 交配 试验 是 将 两 种 质粒 转 人 同一 宿主 细胞 中 。 在 有 多 个 表达 Ade* , His* , Mel*/ 
LacZ* 阳性 克隆 待 分 析 的 情况 下 ,这 种 方法 更 为 可 信 。 

1. 分 别 制备 AH109 和 Y187 感受 态 酵母 菌 。 

2. 将 所 有 获得 的 DNA - AD/ 文 库 质粒 逐一 转化 人 AH109, 在 SD/ - Leu 培养 报 中 选择 。 

3. 将 研究 者 构建 的 DNA - BD/bait 质粒 和 阴性 对 照 DNA - BD 质粒 pGBKT? - Lam 分 别 转 
化 人 187, 在 SD/ - Tp 培养 盘 中 选择 。 

4. 制备 SD 培养 盘 ( 非 缺 陷 型 ) ,并 划 有 网 格 线 。 

5. 逐一 挑 取 AH109[ DNA — AD/library] #1 Y187[DNA - BD/bait] 克 隆 ,在 SD 网 格 盘 上 交配 。 

6. 再 逐一 挑 取 相 同 编 号 的 AH109[ DNA - AD/libray] 克 隆 和 Y187[ DNA - BD/pGBKT7 - 
Lam] 克 隆 在 网 格 盘 上 交配 。 交 配方 法 见 第 四 节 二 倍 体 细胞 的 交配 产生 。 

7. 30 % ,交配 4 ho 

8. 取 AHIO9[ DNA - AD/library] x Y187[ DNA ~ BD/baitj 交 配 混 合 物 划 线 于 SD/ -~ Ade/ - 
His/ ~ Trp/ ~ Leu #0 

9. 取 AH109[ DNA - AD/library} x Y187[ DNA - BD/pGBKT? - Lam] 交配 混合 物 划 线 于 SD/ 
- Trp/ - Yeu $o 

10. 30 和 ,倒置 生长 do 

11. 分 别 挑 取 生长 在 SD/ ~ Ade/ - Hisy - Trp/ - Leu 盘 上 的 单 克 隆 至 另 一 相同 培养 基 的 网 
格 盘 上 (阳性 结果 盘 ) 。 

12. 再 分 别 挑 取 生 长 在 SDy - Trp/ - Leu 盘 上 的 单 克隆 至 另 一 相同 培养 基 的 网 格 盘 上 ( 阴 
性 对 照 盘 ) 。 

13. 分 别 对 阳性 结果 盘 和 阴性 对 照 盘 做 B- 半 乳 糖苷 酶 活性 分 析 。 

14. 观察 结果 与 分 析 。 理 论 上 ,阳性 克隆 经 多 次 划 选 ,基本 均 为 蓝 色 反应 ,而 阴性 对 照 盘 
均 应 为 白色 克隆 。 就 一 个 克隆 而 言 , 若 在 阳性 盘 上 为 白色 ,不 论 阴性 盘 颜色 如 何 ,应 据 弃 ; 考 在 
阳性 阴性 盘 上 沟 为 蓝 色 ,也 据 弃 ; 必 须 在 阳性 盘 上 为 蓝 色 ,同时 阴性 盘 上 为 白色 的 克隆 方 为 真 
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正 的 阳性 结果 。 

15. 对 阳性 克隆 保 种 冻 存 。 

注意 :@ 酵 母 交配 实验 中 , 待 检测 的 DNA - AD/ 文 库 质粒 是 转化 AH109, 但 仍 涂 布 于 SD/ - 
Leu 培养 盘 ; 回 因 所 涉及 的 步 又 较 多 ,时 刻 注意 克隆 编号 的 正确 性 , 切 勿 混乱 ;加 本 实验 所 涉及 
的 方法 ,前 面 均 有 介绍 ,此 处 未 再 叙述 ;图 实验 前 一 定 要 根据 待 测 阳 性 克隆 的 数目 及 步骤 ,做 好 
制备 培养 盘 种 类 与 数量 的 计划 ,以 防 浪费 或 不 足 , 其 他 质粒 所 需 培 养 盘 相对 容易 准备 ; 回 醇 母 
体内 验证 和 PCR 可 同时 进行 。 

七 、 在 酵母 体外 分 析 和 验证 蛋白 的 相互 作用 


(一 } 体外 转录 、 秋 译 融合 蛋白 

CLONTECH 公司 的 DNA - AD 文库 质粒 本 身 已 含有 T 启动 子 和 HA 表 位 标签 ,利用 公司 
提供 的 MATCHMAKER Co- IP Kit, 可 以 直接 在 体外 进行 融合 蛋白 的 转录 翻译 。 

(=) 免疫 共 沉 淀 

一 个 比较 常用 而 公认 的 在 酵母 双 杂 交 后 检测 相互 作用 蛋白 质 的 方法 。 笔 者 实验 室 普 用 该 
方法 取得 过 肯定 的 结果 。 因 该 方法 已 不 属于 醉 母 双 杂 交 实验 技术 范围 , 故 不 作 介 绍 。 


AY itl 序 


对 经 芋 母 体内 再 验证 和 酶 切 归 类 后 的 全 部 阳性 克隆 进行 测序 (注意 :应 使 用 从 细菌 中 分 
离 的 质粒 ) ,最 终 得 到 的 即 是 和 诱饵 蛋白 相互 作用 的 蛋白 质 。 


第 六 节 ”酵母 双 杂 交 技 术 的 应 用 


一 、 酵 母 双 杂交 技术 的 应 用 

蛋白 - 蛋白 交互 作用 (protein - protein interaction) 是 生命 活动 持续 的 最 基本 的 根据 。 酵 母 
双 杂 交 系 统 的 建立 为 研究 这 一 问题 提供 了 有 力 的 手段 ,其 主要 应 用 于 以 下 几 个 方面 。 

(一 ) 研究 已 知 蛋白 间 的 相互 作用 

对 于 一 些 经 遗传 学 .生物 化 学 ,生理 学 ,分子 生物 学 等 实验 提供 的 可 能 存在 相互 作用 的 蛋 
白 ,可 以 用 酵母 双 杂 交 分 析 做 进一步 验证 。 因 为 双 杂 交 系 统 的 灵敏 度 高 ,而 县 反 应 了 蛋白 在 生 
物体 内 的 交互 作用 。 例 如 BEE hn 与 Fos 之 间 的 相互 作用 , 抗 瘤 蛋白 P53 自身 间 的 相互 作 
用 ,以 及 Ras, Raf 的 交互 作用 等 都 足 应 用 酵母 双 杂 交 方 法 确定 的 。 

(=) 寻找 在 蛋白 - 蛋白 相互 作用 中 起 关键 作用 的 结构 域 

在 证 实 两 个 蛋白 能 发 生 交互 作用 后 ,可 以 对 该 蛋白 质 进行 缺失 实验 。 通 过 缺失 掉 不 同 的 
片段 来 验证 该 蛋白 在 双 杂 交 系统 中 是 否 仍 具有 激活 转录 的 功能 ,从 而 对 蛋白 质 中 起 作用 的 功 
能 域 进行 精确 的 定位 。 

(=) SR SRE GHAR AEA 

这 是 研究 者 最 感 兴趣 的 问题 ,也 是 双 杂 交 系统 最 广泛 ,最 有 价值 的 应 用 。 本 章 所 提供 的 方 
法 即 是 基于 这 一 月 的 的 应 用 。 但 双 杂 交 仅 提供 蛋白 质 间 能 发 生 作用 的 可 能 性 ,这 种 可 能 还 必 
须 经 过 其 他 实验 验证 ,尤其 要 与 生理 功能 的 研究 相 结 合 。 
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二 、 酵 母 双 和 杂交 技 术 的 缺陷 
尽管 该 系统 已 被 证 实 为 一 种 非常 有 效 的 方法 ,但 它 也 有 自身 的 缺点 和 问题 。 包 它 并 非 对 
所 有 蛋白 质 都 适用 ,这 是 由 其 原理 所 决定 的 。 双 杂交 系统 要 求 两 种 杂交 体 蛋白 都 是 融合 蛋白 
都 必须 能 进 人 细胞核 内 。 因 为 融合 蛋白 相互 作用 激活 报告 基因 转录 是 在 细胞 核 内 发 生 的 。 亿 
假 阳性 的 发 生 较 为 频繁 。 所 谓 假 阻 性 , 即 指 未 能 与 诱 局 蛋白 发 生 作用 而 被 误 认为 是 阳性 反应 
的 蛋白 。 而 且 部 分 假 阳性 原因 不 清 , 可 能 与 酵母 中 其 他 蛋白 质 的 作用 有 关 。@@ 在 酵母 菌株 中 
大 量 表达 外 源 蛋白 将 产生 毒性 作用 ,从 而 影响 菌株 生长 和 报告 基因 的 表达 。 


三 、 使 用 酵母 双 秦 交 技 术 应 注意 的 问题 


走 正 明了 酵母 双 杂 交 技 术 的 主要 原理 及 筛选 方法 是 进行 酵母 双 杂 交 实 验 的 前 提 , 构 建成 
功 的 诱饵 质粒 及 大 量 的 材料 准备 是 进行 酵母 双 杂 交 实 验 的 保证 。 只 有 明了 双 杂 交 的 原理 , 才 
有 可 能 设计 实验 进程 .才能 有 目的 的 进行 材料 准备 ,并 能 对 实验 结果 作出 预测 与 分 析 , 尤 其 要 
对 具体 实验 中 各 种 选择 性 压力 培养 基 的 使 用 目的 要 十 分 清楚 。 大 量 的 材料 准备 、 较 长 的 实验 
流程 是 酵母 双 杂 交 有 别 于 其 他 实验 的 特点 ,而 其 操作 技术 本 身 并 不 十 分 困难 。 特 别 应 提出 的 
是 ,一 个 阳性 克隆 的 编号 往往 要 被 反复 记录 多 次 ,因此 ,要 时 时 注意 编号 的 正确 性 。 另 外 , 若 从 
ASANO EERE cDNA 文库 ,应 注意 不 同 的 公司 有 不 同 的 产品 , 且 各 公司 的 产品 不 断 更 
新 换代 ,要 认真 阅读 实验 指导 手册 ,以 防 出 现 失误 。 

相信 随 着 分 子 生 物 学 技术 的 发 展 与 推广 ,酵母 双 杂 交 技 术 在 今后 的 蛋白 质 组 学 研究 中 将 
发 挥 更 大 的 作用 。 


(HAA EEM) 
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SELEX 技术 


内 容 提 要 


SELEX 技术 是 一 种 新 的 组 合 化 学 技术 。 APMAT RRA LARD, i 
AOR Hh S RAE HAREE TP AR aE aR A 性 的 指 
在 各 方面 的 应 用 ;简单 介绍 了 SELEX 的 技术 改进 与 发 展 。 “ 


生物 大 分 子 的 定性 和 定量 检测 在 基础 研究 和 临床 实践 中 具有 极 重 要 的 作用 ,尤其 是 随 着 
人 们 对 生物 反应 的 高 度 特异 性 和 高 效 性 的 认识 ,对 检测 方法 分 辩 率 和 灵敏 度 的 要 求 也 越 来 越 
高 。 为 适应 新 的 检测 需要 ,人 们 在 对 现 有 的 方法 进行 改进 的 同时 ,发 展 了 许多 新 的 、 特 异 的 \ 精 
确 的 检测 方法 ,出 现 了 许多 挑战 传统 的 新 方法 。 

今天 ,技术 的 发 展 已 经 使 人 们 能 够 根据 自己 的 需要 ,改变 生物 分 子 的 特性 ,得 到 自然 界 不 
存在 的 物质 。 这 与 仅 利用 天 然 存 在 的 分 子 来 进行 分 析 , 其 前 景 是 截然 不 同 的 。 适 配 分 子 技术 
就 是 这 样 一 种 最 近 发 展 起 来 的 体外 筛选 和 放大 技术 ,通过 该 技术 可 得 到 一 段 能 与 各 种 目标 分 
子 高 亲 和 、 高 特异 结合 的 核酸 序列 ,该 核酸 序列 称 之 为 适 配 分 子 (aptamer)。Aptamer 一 词 来 源 
于 拉丁 文 Aptus, 意 即 适合 的 意思 (fit) ,而 这 种 体外 的 筛选 技术 称 之 为 指数 级 富 集 的 配 体系 统 
进化 技术 (systematic evolution of ligands by exponential enrichment, SELEX)。 简 言 之 ,Aptamer 就 是 
一 段 核酸 序列 , 它 能 与 相应 的 配 体高 特异 性 和 高 亲 合力 地 结合 。 从 原始 文库 中 筛选 配 体 相应 
的 Aptamer 的 技术 称 为 SELEX 技术 。Aptamer 具有 广泛 的 实用 性 , 它 能 用 于 任何 以 分 子 识别 为 
基础 的 诊断 和 治疗 。 在 这 一 概念 提出 仅 8 年 之 后 ，Aptamer 的 临床 治疗 应 用 已 取得 重要 进展 ， 
同时 Aptamer 也 被 用 于 体内 诊断 和 体内 成 像 。 


第 一 节 SELEX 技术 简介 


SELEX( systematic evolution of ligands by exponential enrichment) ,中 文 名 称 为 指数 级 富 集 的 配 
体系 统 进化 ,是 一 种 新 的 组 合 化 学 技术 。 它 是 应 用 大 容量 的 随机 赛 核 苷 酸 库 , 并 结合 PCR 体 
外 扩 增 技术 ,以 指数 级 富 集 与 靶 分 子 特异 结合 的 赛 核 苷 酸 ,经 过 几 轮 或 数 十 轮 筛 选 过 程 ,获得 
高 亲和力 高 特异 性 的 核酸 配 基 (aptamer)。 自 20 世纪 90 年 代 初 Tuerk 等 (1990) 和 Ellington 等 
(1990) 首 次 利用 该 技术 成 功 地 筛选 出 T4DNA 聚合 酶 和 有 机 染料 的 RNA 特异 配 基 以 来 。 应 用 
SELEX 技术 筛选 过 的 靶 分 子 已 从 开始 的 一 些 核酸 结合 蛋白 ,例如 DNA 聚合 酶 、 复 制 酶 、 逆 转录 
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酶 等 ,扩展 到 非 核酸 结合 蛋白 如 细胞 生长 因子 激素 、 小 肽 、 抗 体 以 及 ATP、 氨 基 酸 等 小 分 子 有 
机 物 ,甚至 金属 离子 。 与 此 同时 ,SELEX 技术 本 身 也 得 到 不 断 发 展 ,许多 改良 的 SELEX 技术 如 
导向 SELEX( blended SELEX) ,基因 组 SELEX( genomic SELEX), KAWAT SELEX( complex target 
SELEX) 等 相继 建立 。 目 前 ,人 位 认为 ,对 于 任何 一 种 蛋白 质 , 都 可 以 利用 SELEX 技术 寻找 到 一 
个 可 与 之 相 匹配 的 窜 核 昔 酸 配 基 。 这 种 赛 核 背 酸 配 基 与 靶 分 子 结合 的 解 离 常数 (Ka) 可 达 
107° ~ 10-2 mol 民 水 平 ,能 分 辩 同 源 蛋白 或 几乎 完全 一 样 的 小 分 子 量化 合 物 ,亲和力 和 特异 性 
往往 高 于 其 他 任何 类 型 的 配 基 , 因 此 SELEX 技术 已 经 在 基础 医学 .临床 诊断 及 药物 饰 选 方面 
得 到 广泛 应 用 。 


第 二 节 SELEX 技术 的 基本 原理 


一 、SELEX 技术 的 基本 路 线 


从 大 量 的 随机 序列 的 寒 核 背 酸 库 中 鉴定 出 一 种 数量 很 少 的 具有 独特 性 质 的 核酸 序列 的 
SELEX 方法 是 由 Tuerk 和 Ellington 等 在 1990 年 建立 的 , 它 是 一 种 通过 体外 反复 选择 和 放大 从 
巨大 的 核 背 融 组 合 库 中 第 选 特定 核 萌 酸 序列 的 方法 。 组 合 库 一 般 是 由 重复 单 体 生物 多 聚 物 组 
成 ,如 核酸 肽 ,这 类 分 子 很 容易 地 被 逐 级 放大 ,使 簿 选 过 程 变 得 快速 而 容易 。 

SELEX 过程 ,首先 是 用 组 合 化 学 合成 DNA 的 方法 合成 随机 序列 的 核酸 库 , 库 中 的 每 一 个 
成 员 是 一 个 线形 的 守 聚 物 , 库 中 分 子 多 样 性 的 程度 取决 于 随机 守 核 背 酸 的 长 麻 。 理 论 上 讲 ,一 
个 各 个 碱 基 的 随机 序列 可 有 1.2 x 10% 种 核 背 酸 排列 顺序 (4 = 1.2x 10”)。 实 际 上 1 pmol 的 
固 相 DNA 合成 的 随机 组 合 核 背 激 库 的 序列 多 样 性 仅 限制 于 10 ~ 105 种 ,能 否 找 出 与 靶 分 子 
相互 作用 的 竺 有 序列 ,很 大 程度 上 取决 于 组 合 库 的 多 样 性 ,在 所 有 种 类 的 组 合 随机 序列 库 中 赛 
核 昔 酸 库 的 多 样 性 最 为 丰富 。 

第 选 过 程 中 ,首先 在 -- 定 的 温度 下 将 窒 核 苷 酸 随机 序列 库 与 艳 分 子 共 问 是 育 于 特定 的 组 
冲 液 中 ,组合 库 中 的 极 少数 分 子 将 与 区分 子 结合 ,然后 用 物理 的 方法 将 结合 的 分 子 与 未 结合 的 
分 子 分 离开 来 。 标 准 的 方法 是 将 蛋白 靶 分 子 固定 于 硝酸 纤维 素 滤 膜 上 ,而 其 他 小 的 四 分 子 则 
因 定 于 固 相 载体 的 表面, 因此 ,未 与 靶 分 子 结合 的 序列 很 容易 被 冲洗 掉 ,而 与 靶 分 子 结合 的 序 
列 将 被 分 离 出 来 并 放大 以 获得 一 个 序列 库 , 再 对 这 一 序列 库 进行 下 一 轮 的 第 选 和 放大 。 每 一 
轮 选 择 的 严格 性 决定 了 高 亲 和 结 合子 的 增强 效率 。 高 亲 和 结 合 的 增强 进度 可 通过 与 和 分 子 的 
结合 分 析 来 确定 。 经 过 数 轮 的 筛选 和 放大 后 ,一 上 达到 亲 和 人 饱和 ,所 得 到 的 增强 库 即 被 克隆 和 
测序 ,以 著 得 筛选 库 中 每 一 个 序列 的 信息 。 单 个 序列 的 特异 性 将 根据 其 与 划 分 子 结合 的 能 力 
做 进一步 的 定性 。 通 常情 况 下 ,大 多 数 序列 (90% 以 上 ) 与 轴 分 子 有 很 好 的 高 选择 性 亲和力 。 
通过 SELEX 第 选 出 来 的 Aptamer 是 合 有 一 段 固定 序列 的 全 长 序列 ,这 个 固定 序列 主要 用 于 协 
助 放大 过 程 ,在 放大 过 程 中 起 到 引物 的 作用 。 这 种 全 长 Aptamer 一 般 由 70 ~ 80 个 碱 基 构成 , 通 
过 前 切 可 去 除 那些 对 结合 丢 分 子 无 关 紧要 的 片段 ,或 折 鸽 成 最 利于 绪 合 靶 分 子 的 结构 。 剪 切 
Aptamer 主要 是 用 于 确定 最 小 的 划分 子 结合 域 ,目前 已 得 到 数 种 少 于 40 个 核 背 酸 的 功能 性 Ap- 
tamer。 在 大 多数 情况 下 ,Aptamer 的 固定 片段 主要 用 于 放大 ,而 对 Aptamer 的 功能 ( 即 识别 功能 ) 
无 关 紧 要 ,因此 可 以 去 除 该 段 的 固定 片段 。 现 已 发 现 了 一 种 无 须 固定 引物 序列 的 SELEX 方 
法 ,从 而 第 选 出 较 短 的 Aptamer。 

SELEX 技术 之 所 以 能 够 建立 ,是 由 于 形成 寒 核 昔 酸 的 碱 基 之 间 的 相互 作用 往往 形成 许多 
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空间 结构 ,如 发 卡 (haimpin) A (pseudoknot ) BEN SE (bulge) SF , x ERARA EKE 
子 结合 。 一 个 足够 容 最 的 宅 核 背 酸 库 包 容 了 所 有 可 能 的 立体 结构 ,在 与 靶 分 子 结合 时 ,几乎 不 
TARA M REE TER AEE ECA TAEA ASIERA ASRA TORREY 

Aptamer 鉴定 过 程 (SELEX) 所 需 循环 的 次 数 取 决 于 每 一 轮 筛 选 放大 的 严格 程度 及 靶 分 子 
的 特性 。 对 大 多 数 靶 分 子 而 言 ,经 过 8 ~ 15 次 循环 即 可 达到 较 强 的 亲和力 。 一 般 研 究 人 员 能 
在 2 天 内 完成 一 次 循环 ,包括 克隆 和 测序 ,一 次 典型 的 SELEX 过 程 需要 2 ~ 3 月。 一旦 序列 被 
确定 , 即 可 用 化 学 合成 制备 Aptamer。 小 规模 的 合成 与 纯化 可 在 3 天 内 完成 ,得 到 nmoles 级 的 
Aptamer, 用 于 诊断 分 析 的 设计 和 实验 。 整 个 过 程 比 制备 单 克隆 抗体 所 需 的 时 间 短 得 多 。 最 近 
有 人 研究 出 了 一 种 进行 SELEX 过 程 的 自动 平台 ,能 更 快 ,更 经 济 地 鉴定 和 筛选 Aptamer。 该 自 
动 平台 能 在 数 小 时 内 完成 一 次 选择 和 放大 循环 ,几乎 不 要 人 为 干预 。 此 平台 能 在 微 孔 板 上 同 
时 进行 多 个 Aptamer 的 鉴定 ,大 大 提高 了 鉴定 和 筛选 Aptamer 的 效率 。 
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图 9-1 SELEX 技术 的 基本 路 线 示意 图 

注 :用 组合 化 学 的 方法 合成 DNA 随机 序列 库 ,一般 有 108 ~ 108 种 序列 。DNA 单 链 中 间 部 分 为 随机 序列 ,两 端 为 固定 
的 引物 序列 。 中 同 随机 序列 区 为 PS RRA ORAE. A T RRE EARED, IMA 4 种 核 苷 酸 的 量 相同 。 
两 端 固定 序列 为 引物 结合 位 点 。Aptamer 可 为 DNA, 亦 可 为 RNA。RNA RETI É DNA 文库 通过 特定 的 得 反应 产生 , 亦 可 由 
RNA RAMON T BF RARER A Re RRARDESRA TER ENA ME RPY ERORTERA TH 
合 ,形成 复合 物 。 用 适当 的 分 离 技术 ,将 结合 序列 与 术 结 合 序列 分 开 。 从 复合 物 上 分 高 出 结合 序列 ,形成 含有 高 亲和力 和 低 
SAAD TORTIE. HREM AEM WORE, RAMA AD Fo DNA Aptamer 可 直接 进行 PCR 扩 
MRNA Aptamer 进行 RT- PCR 扩 增 。 图 1 中 黑 箭头 表示 DNA Aptamer HUME REE, BEATA HEAT RNA Aptamer 的 得 选 过 程 。 
从 PCR 产物 分 离 出 的 单 链 DNA ARA FRE ,进行 下 一 轮 得 选 。 通常 需要 数 轮 饰 选 ,才能 获得 高 亲和力 的 Aptamer。 当 Ap- 
tamer 达到 亲 和 忆 和 时 ,对 其 进行 克隆 和 测序 。 


Aptamer 以 其 高 特异 性 见长 。 它 能 分 辨 技 分 子 上 微小 的 结构 差异 ， 比如 能 区 分 靶 分 子 上 有 
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无 甲 基 ,羟基 和 手 狂 等 。Aptamer 有 很 高 的 特异 性 ,有 时 其 特异 狂 甚至 优 于 单 克隆 抗体 。 这 是 
由 于 在 SELEX 过 程 中 去 除了 那些 能 与 类 做 物 质 结合 的 有 关 序列 。 实 际 上 ,一 种 叫做 Counter - 
SELEX 的 方法 能 区 别 同类 物质 结构 上 的 细微 差别 ,在 筛选 过 程 中 ,可 将 那些 与 结构 类 似 物 有 高 
亲和力 的 Aptamer 有 效 地 区 分 开 来 。 当 进行 小 分 子 分 析 诊断 时 , 待 分 析 的 靶 分 子 与 其 类 似 物 
都 十 分 重要 ,有 时 不 必 去 除 这 些 类 似 物 。 

即使 对 某 一 种 靶 分 子 包括 结构 和 特性 在 内 的 一 切 信息 一 无 所 知 ,但 通过 Counter - SELEX 
也 能 从 复杂 的 混合 物 中 找 出 这 种 独特 的 靶 分 子 。 例 如 可 通过 SELEX 技术 寻找 一 种 存在 于 肿 
瘦 细 胞 而 不 存在 于 正常 细胞 表面 的 独特 表 位 ,或 者 找 出 一 种 仅 存在 于 病人 血清 中 的 分 子 标志 
物 ,在 这 一 过 程 中 可 用 肿瘤 细胞 的 Aptamer 扣除 正常 细胞 的 Aptamer, 或 用 病人 血清 Aptamer 扣 
除 正常 血清 Aptamer 完成 。 


二 、Aptamer 的 修饰 与 优化 


对 SELEX 筛选 库 的 守 核 此 酸 进行 化 学 修饰 有 利于 Aptamer 的 应 用 ,未 修饰 的 寒 核 苷 酸 , 特 
别 是 RNA, 通 常 很 容易 被 体液 中 的 核酸 酯 降解 。 究 核 昔 酸 的 修饰 (图 9- 2) 已 经 取得 了 突出 的 
进展 ,使 寡 核 苷 酸 能 抵抗 核酸 酶 的 作用 。 特 别 是 对 各 种 穿 核 苷 酸 常 架 的 修饰 ,取得 了 较 好 的 核 
酸 酶 抗 性 。 大 多 数 骨 架 修饰 是 在 化 学 合成 的 过 程 中 完成 的 ,不 适 于 SELEX 过 程 中 的 酶 ,但 硫 
代 辜 酸 修饰 是 一 个 例外 。 硫 代 磷酸 赛 核 阁 酸 的 连接 处 能 与 蛋白 发 生 非 特异 结合 ,因此 不 适 于 
Aptamer 的 第 选 。 某 些 糖 骨架 2 位 的 修饰 亦 能 产生 核酸 酶 抗 狂 。 由 于 体液 中 最 常见 的 核酸 酶 
具有 嗜 啶 特异 性 ,因此 喀 院 核 苷 2 位 上 的 替代 能 抵抗 体液 中 核酸 酶 的 降解 。 最 重要 的 是 , 喀 喧 
核 苷 核糖 2 位 被 NH 和 了 替代 后 , 仍 可 作为 SELEX 过 程 中 的 酶 底 物 ,这 样 Aptamer 可 在 体液 中 
长 时 间 存 在 ,并 能 抵抗 核酸 酶 的 作用 , 故 可 广泛 用 于 诊断 和 治疗 。 
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图 9-2 Aptamer 的 修饰 
注 : 友 奖 2 位 修饰 增加 了 核酸 的 稳定 性 ,而 喀 啶 C -5 位 的 修饰 可 用 来 结合 特定 的 四 分 于 或 与 半分 子 发 生 共 价 交 连 。 实 
箭头 表明 SELEX 过 程 中 已 经 用 于 Aptamer 识别 的 修饰 点 , 虑 箭头 表明 法 在 的 Aptamer 识别 的 修饰 点 。 
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在 SELEX 过 程 中 仅 有 4 种 构建 单 体能 形成 核 苷 酸 库 。 在 4 种 单 体 核 苷 酸 碱 基 上 附加 不 同 
的 替代 基 园 可 有 效 地 增加 核 苷 酸 库 的 多 样 性 。 只 有 当 修 饰 库 能 作为 SELEX 过 程 中 的 酶 底 物 ， 
这 种 修饰 库 才 有 意义 。 在 这 方面 ,已 有 数 种 非 天 然 碱 基 (图 9 - 3) 被 成 功 地摊 人 DNA 和 RNA 
Piccirlli 和 Bain 等 成 功 地 将 Iso - G, Iso - C 及 2,6 - SAREE RRR A DNA 和 RNA; Tor 
和 Dervan 等 在 体外 转录 过 程 中 将 甲 基 化 嘿 蛤 碱 基 失 入 RNA 中 ;其 他 附加 物 如 生物 泰和 EDTA 
等 可 在 转录 后 加 在 RNA 的 碱 性 氨基 上 。 此 外 核 苷 酸 还 可 以 尾 标记 的 方法 标 上 某 些 功能 基 团 ， 
如 标 上 朴 水 基 轩 有 利于 筛选 朴 水 靶 分 子 的 Aptamer。 最 近 Schweitzer 和 Guckian 等 研制 了 一 种 
和 无须 所 键 来 识别 的 新 碱 基 对 IC Bh CAE TSE RE EB TF A DNA 中 ,该 碱 基 类 
似 物 能 作为 核 苷 酸 的 构建 单 体 ,而 与 天 然 碱 基 的 Watson - Crick 碱 基 配 对 有 所 不 同 。 上 述 修饰 
大 大 增加 了 核 苷 酸 库 的 多 样 性 ,也 增 如 了 独特 Aptamer 的 可 能 性 。 


isoC lsoG _ 


Me 
isoC 2 secon J 6-AH-isoG 
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图 9-3 TRS RRA MARE 


与 含 2 -修饰 的 哮 啶 窒 核 背 酸 一 样 , 含 5' - Ot ROE CR RTE RA THE, J 
从 胸腺 喀 喧 修饰 的 RNA REP RTH He SEE MH PIE LAY Aptamer。 修饰 了 的 Aptamer 的 一 级 
结构 和 二 级 结构 完全 不 同 于 相同 序列 的 天 然 DNA 或 RNA, 因 此 ,胸腺 哮 喧 5 位 的 修饰 可 能 会 
影响 核 疹 酸 的 结构 特征 。 胸 腺 哮 啶 5 位 上 以 较 大 基 团 如 苯 甲 基 修 饰 仍然 能 够 被 SELEX 酶 所 
耐 受 , 仍 可 进行 酶 放大 反应 ,这 扩大 了 赛 核 苷 酸 库 化 学 修饰 的 可 能 性 。 有 趣 的 是 , 亦 可 引 人 氨 
基 例 链 产 生 假 状 /核酸 库 。 

某 些 修饰 的 寞 核 并 酸 能 疲 光 激活 产生 活性 基 团 ,而 活性 基 团 能 与 茶 些 分 子 共 价 结合 。 一 
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类 特殊 的 Aptamer( 光 交 联 Aptamer) ,短暂 的 紫外 光 暴露 后 ,Aptamer 能 与 靶 分 子 发 生 交 联 作用 。 
用 含有 5 - 省 尿 喀 啶 残 基 和 5 ~ 碘 尿 喀 啶 残 基 的 修饰 库 利 选 出 了 光 交 联 Aptamer。5' 替 代 胸 腺 
喀 院 介 导 的 光 交 联 发 生 在 核 音 碱 基 $' 蔡 代 基 团 与 富 电子 氨基 酸 之 个。 容易 发 生 光 交 联 的 氨基 
酸 有 色 氮 酸 . 酷 氨 酸 、 组 氨 酸 、 苯 丙 氨 酸 、. 半 胱 氮 酸 。 因 此 ,要 求 光 交 联 的 氨基 酸 残 基 与 Aptamer 
的 5' 修 饰 基 团 在 空间 几何 形状 上 有 较 严格 的 配合 。 这 种 光 交 联 的 严格 性 能 增加 Aptamer 与 蛋 
白 作用 的 特异 性 。 在 光 交 联 过 程 中 利用 长 波 紫 外 光 , 如 5- BER BOE 308 nm 波长 的 光 ,5 - 
BUR EOE FH 325 nm 波长 的 光 , 可 以 大 大 降低 蛋白 质 和 Aptamer 的 光 降 解 。 虽 然 可 以 从 5 位 修 
饰 的 赛 核 霸 酸 库 中 筛选 光 交 联 Aptamer, 但 也 可 以 在 SELEX 完成 后 ,进行 尿 喀 啶 的 5 位 修饰 。 
无 须 光照 即 可 发 生 交 联 的 Aptamer 是 被 偶然 发 现 的 ,虽然 这 些 Aptamer 能 发 生 无 光 交 联 ， 
但 它们 仍 需 要 5 - 碘 尿 喀 啶 。 无 光 交 联 Aptamer 易于 在 5 - BUR NE Co SRA RK 
基 团 之 间 形成 Michael 加 合 物 。 这 种 无 光 交 联 Aptamer 拥有 光 交 联 Aptamer 的 一 切 优点 ,但 无 
对 诊断 分 析 来 说 ,最 重要 的 是 配 体 与 才 分 子 之 局 识别 的 亲和力 和 特异 福 。 在 异种 分 析 中 ， 
非特 异 的 分 子 将 被 冲洗 掉 , 不 会 影响 Aptamer 与 靶 分 子 的 结合 反应 。 在 理想 状态 下 ,所 有 的 非 
特异 性 结合 被 消除 ,而 特异 性 结合 都 不 受 影响 。 交 联 反 应 的 启动 在 Aptamer 与 靶 分 子 之 间 形 
成 共 价 结合 ,然后 可 以 用 极端 的 冲洗 条 件 去 除非 特异 结合 的 分 子 , 以 大 大 降低 分 析 的 背景。 在 
同 种 分 析 中 , 共 价 交 联 能 克服 可 能 发 生 的 靶 分 子 分 离 。 
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图 9-4 Aptamer 的 优化 过 程 

注 :建立 一 个 与 某 -一 彼 分 子 (站 低 亲 和 力 的 Aptamer(AL) 偏 从 文库 (biased ibrary), 可 提高 和 对 各 分 于 的 订 和 性 或 改变 它 对 各 
分 子 类 亿 牺 (Ti) 的 订 和 性 和 特异 性 。 以 和 的 初始 序列 为 基础 ,通过 控制 加 人 A ERRE 比例 ,用 组 合 化 学 或 易 错 PCR 
控制 各 位 点 核酸 的 比率 ,从 而 建立 A 篇 们 文库。 另外 ,还 可 在 PCR 过 程 中 寻找 恰当 条 件 引入 随机 突变 位 点 。 吻 错 PCR 过 程 中 ， 
以 筷 初 始 序列 为 模板 ,由 来 合 酶 以 每 位 点 0.6% 的 错误 概率 引 人 核 昔 酸 ,形成 非 配对 塞 核 此 酚 , 组 成 以 AEFI SERS R E 
PATO. WRT PD PHA TA Aptaner, 即 A 的 本 生物 Ay, 路线 1 SEA , 亦 可 用 于 筛选 把 分 子 类 似 物 ,路线 2 
所 示 。 
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如 上 所 述 ,RNA 库 经 过 2 位 的 修饰 后 具有 核酸 酶 抗 性 ,克服 了 RNA Aptamer 的 一 些 因 有 缺 
陷 ,可 分 析 含 有 核酸 酶 体液 中 的 地 分 子 。 与 未 修 饰 的 RNA 相 比 ,未 修饰 的 DNA 通常 具有 较 好 
的 核酸 昔 抗 性 。 实 际 上 修饰 的 和 未 修饰 的 DNA Aptamer 均 书 用 于 体液 中 人 分 子 的 分 析 , 因 此 
未 经 修饰 的 DNA Aptamer 亦 可 用 于 诊断 。Aptamer 能 在 体液 中 作用 较 短 时 间 而 不 被 降解 ,如 果 
必要 ,也 可 以 在 Aptamer 的 末端 如 上 一 些小 分 子 的 修饰 ,如 氨基 接头 、 磷 酸 基 团 或 转化 的 胸腺 
喀 喧 残 基 等 ,这 些 末 端 修 饰 基 团 不 仅 可 以 保护 Aptamer 免 遭 核酸 酶 的 降解 ,也 可 作为 一 个 连接 
辟 , 因 为 在 大 多 数 分 析 中 需要 一 个 连接 臂 将 Aptamer 与 报道 分 子 相连 ,或 通过 连接 辟 固 定 于 载 
EE. 
在 单 克隆 抗体 技术 中 EER ERE AO TE MRE ONET ER 
好 的 ,就 必须 重新 第 选 ,或 者 重新 制备 单 克 隆 抗体 ,因为 对 已 有 的 抗体 进行 改进 是 十 分 困难 的 。 
而 对 Aptamer 的 改进 则 容易 得 多 ,可 在 已 有 网 Aptamer 基础 上 筛选 出 亲和力 与 特异 性 更 好 的 
Aptamer, 即 在 书 有 的 Aptamer 序列 基础 上 产生 一 个 偏 倚 库 ,并 对 偏 倚 库 进行 2 次 短 选 。 偏 傅 库 
的 分 子 复杂 性 较 初始 序列 更 为 复杂 , 它 包括 了 初始 Aptamer 的 各 种 变异 ,但 比 初 次 SELEX 过 程 
所 用 的 随机 库 更 只 目标 性 。 如 上 所 述 ,随机 库 的 复杂 度 没 有 理论 计算 的 那么 丰富 ,而且 在 初始 
SELEX 过 程 中 这 些 最 佳 Aptarzer 可 能 会 错失 , 偏 倚 库 提 供 了 另 一 种 筛选 最 佳 Aptamer 的 途径 。 
从 概念 上 讲 ,这 一 方法 是 属于 "先导 优化 "策略 (图 9- 4) ,是 药物 化 学 常用 的 策略 , 即 根据 先导 
化 合 物 第 选 潜在 的 化 学 药物 。 偏 倚 库 技术 已 成 功用 于 优化 Aplamer 和 核 酶 。 这 一 方法 还 可 以 
改变 已 有 Aptamer 的 特异 性 ,如 在 -个 能 识别 L- 丝氨酸 的 Aptamer 序列 的 基础 上 ,利用 偏 倚 库 
技术 可 重新 筛选 出 可 特异 识别 工 - 精 氨 酸 的 Aptamer, 这 种 2 次 筛选 出 来 的 能 特异 结合 工 -~ 精 
氨 酸 的 新 的 Aptamer 已 来 失 了 结合 工 - 丝氨酸 的 能 力 。 这 一 有 趣 的 例子 说 明了 可 以 根据 需要 
进一步 提高 或 改变 Aptamer 特性 的 可 行 性 。 


三 、 影 响 SELEX 技术 的 因素 


为 获得 一 次 成 功 的 筛选 ,有 几 个 因素 是 非常 重要 的 :文库 的 设计 、 靶 蛋白 的 浓度 ,循环 次 数 
及 分 离 方法 。 

{ 一 ) 文 库 设计 

1. 文库 的 种 类 :第 一 个 SFLEX 实验 是 用 随机 RNA 文库 完成 的 。Cold(1995) 在 其 综述 中 统 
JHT 504 SELEX 实验 ,发 现 其 中 有 36 个 使 用 的 是 RNA 文库 ,5 个 是 DNA 文库 ,9 个 是 修饰 核 
朝 酸 文库 ( 表 9- 1)。 目 前 还 没有 足够 证 据 表 胃 , 镁 选 基 一 彼 分 子 到 底 该 用 RNA 文库 还 是 DNA 
文库 。 只 有 极 少 数 实验 同时 便 用 RNA 文库 和 DNA 文库 馆 选 相同 靶 分 子 ,而 且 结果 表明 ,筛选 
到 的 赛 核 苷 酸 配 基 的 亲和力 和 特异 性 相似 。 从 宅 核 苷 酸 分 子 结构 来 看 , 单 链 RNA 分 子 中 除 C 
- C,A-U 配 对 外 ,还 有 CG-TU 变 偶 碱 基 对 的 存在 ,因此 更 易 形成 多 样 空间 结构 ,可 能 更 有 利于 
与 靶 分 子 结合 ,这 也 府 是 大 多 数 SELEX 文献 都 采用 RNA 文库 的 原因 。 

值得 注意 的 是 ,不 同类 型 的 寞 核 并 酸 文库 第 选 同 一 扣子 所 得 到 的 配 基 序 列 是 完全 不 一 样 
的 。 例 如 ,用 单 链 DNA 文库 第 选 的 凝血 酶 的 特异 结合 配 基 序列 属于 G - 四 联 体 结构 。 如 果 用 
5- (1- RRE) — 2° - 脱氧 尿 喀 啶 替代 该 DNA 文库 中 的 胸腺 喀 吗 , 则 筛选 出 的 特异 配 基 序列 
与 非 修饰 DNA 文库 完全 不 -一 样 。 若 改 用 RNA 文库 , 则 筛选 出 的 特异 核酸 配 基 为 蕉 环 结构 ,只 
与 凝血 酶 肝素 结合 位 点 相互 作用 。 实 验 还 表明 ,用 这 3 种 不 同类 型 的 寡 核 苷 酸 文库 筛选 出 的 
BE SA PCE YA EL PEF. 

不 同 的 文库 有 不 同 的 制备 方法 。RNA 文库 可 以 由 含有 T 启动 子 的 双 链 DNA 模板 转录 产 
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生 , 而 单 链 DNA 文库 根据 需要 不 同 则 有 不 同 的 制备 方法 : 

CBE DNA 模板 变性 :将 双 链 DNA 模板 库 热 变 性 以 后 快速 冷却 ,大 多 数 序列 将 不 会 找到 
各 自 的 互补 序列 ,取而代之 的 是 形成 一 些 分 子 内 二 级 结构 的 序列 。 然 而 ,用 这 种 方法 产生 的 单 
链 DNA 文库 存在 一 些 问题 。 大 量 的 ,不 同 的 DNA 序列 中 的 一 些 固定 序 询 往往 可 以 复 性 连接 
成 链 状 或 高 分 子 凝聚 物 ,这 些 副 产品 在 今后 的 PCR 扩 增 中 将 会 得 到 扩 增 而 影响 第 选 。 另 外 这 
些 单 链 的 DNA 随 着 后 来 的 不 断定 集 ,更 易 找到 其 互补 序列 而 重新 复 性 形成 双 链 DNA。 鉴 于 以 
上 原因 , 单 链 DNA 文库 最 好 来 源 于 双 链 DNA 互补 链 中 的 一 条 。 


表 9-1 SELEX 筛选 的 高 亲和力 序列 特性 


随机 序列 长 = 解 离 常数 
Bat 文库 种 类 ERO FRR 基 序 (10 ° mol/L) +E 
T4 DNA RAB RNA 8 4 RR 5 4 
WAI R17 KERA RNA 32 11 发 卡 5 9 
大 肠 杆菌 rho 因子 RNA 30 8 发 卡 1 10 
大 肠 杆菌 SI 蛋白 RNA 30 13 假 结 4 12 
大 肠 杆菌 核糖 体 308 颗粒 + SI RNA 30 13 Ba 5 12 
BAF EBA 30S 颗粒 - S1 RNA 30 12 SD FF 7 11 
Qe Se Ae RNA 30 11 假 结 5 12 
大 了 肠 杆菌 met HA RNA 40 15 不 明 1 不 明 
HIV- 1 Rev RA RNA 32 10 凸 环 1 11 
修饰 的 RNA 37 13 BRA 1 
HIV~1 tat 蛋白 RNA 0 10 BRR 5 11 
HV-! int 蛋白 RNA 30 18 复合 型 20 12 
HIV ~ 1 ERAT RNA 32 9 BE 5 10 
ssDNA 35 15 ILR 4 12 
MMLV 反 转 录 酶 RNA 36 17 BR 10 11 
AMV 反 转 录 酶 RNA 36 12 BR 2 11 
FIV 反 转 录 酶 RNA 40 18 发 卡 2 [£] 
RNA 结合 蛋白 UIA RNA 10 3 RE 5 4 
RNA 13 3 发 卡 500 4 
RNA 25 3 无 500 3 
RNA AERA Het- Ni RNA 25 3 富 -U 结 构 PR 3 
Bete RNA 30 12 BR 9 11 
修饰 的 RNA 30 15 发 卡 100 13 
ssDNA 0 5 C-ORR 25 4 
修饰 的 sDNA 20 6 发 卡 400 6 
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ROR 
= 随机 序列 长 
HAF i 文库 种 类 HEC Nees ERR EF tere) EE 
弹性 蛋白 IEAI RNA 0 s G- 四 聚 体 15 14 
ssDNA 40 17 G-~ 四 聚 体 10 14 
分 泌 型 磷脂 酶 A2 RNA 30 12 复合 型 1 11 
修饰 的 RNA 50 1 BE 1 11 
神经 生长 因子 RNA 30 10 BA 100 12 
碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 RNA 30 发 卡 0.20 n 
修饰 的 RNA 30 11 不 明 0.30 12 
血管 内 皮 细胞 生长 因子 RNA 30 和 发 卡 / 凸 环 0.20 12 
修饰 的 RNA 30 11 发 卡 0.30 9 
MEAT? gp10 蛋白 抗体 RNA 10 3 RR 不 明 6 
系统 性 红斑 狼疮 抗体 RNA 30 13 BF 3 B 
ssDNA 40 8 不 明 1 10 
RARE RNA 40 11 REM 2 11 
KE RHA 修饰 的 RNA 40 9 G-BRR 35 9 
ARE BARTER BR 修饰 的 RNA 40 16 发 卡 60 4 
了 物质 RNA 60 24 发 卡 / 凸 环 190 14 
维生素 B12 RNA n 3 假 结 88 14 
茶 碱 RNA 40 8 ZMA 110 14 
MAR RNA 74 7 BA 650 12 
ATP RNA 120 8 AmA 70 10 
活性 绿 染料 RNA/DNA 100,120 6 发 卡 60 000 8,11 
D- 6B RNA 120 7 不 明 18 000 不 明 
L- HAR RNA 25 7 BAL 300 000 9 


L- RAB RNA 25 9 B/G 12000000 9 


* 号 表示 使 用 的 文库 为 限制 性 文库 ,譬如 随机 序列 两 端的 闭 定 序列 部 分 对 称 ,使 之 只 能 形成 发 F 结 构 : 丰 度 
表示 该 序列 在 起 始 随机 文库 中 所 占 几率 ,如 10 表示 几 率 为 10-"( 摘 自 Cald,1995a)。 


(2) 生 物 素 末端 标记 法 :此 方法 是 Beck(1992) 等 筛选 凝血 酶 的 DNA 配 体 时 所 采用 的 。 具 
体 方法 是 将 模板 的 一 条 引物 5 端 标 记 上 生物 素 , 经 PCR 扩 增 产生 的 混合 物 通过 一 个 亲 和 素 标 
记 的 琼脂 糖 柱 ,未 标记 上 生物 素 的 DNA 被 洗 脱 分 离 。 标 记 上 生物 素 的 DNA 留 在 琼脂 糖 柱 上 ， 
再 经 短 变 性 (0.15 mol/L NaOH). DNA 双 链 打开 , 非 生物 素 标记 的 一 条 单 链 DNA 就 被 洗 脱 下 
来 ,由 此 可 制备 单 链 DNA 文库 。 

(3) 不 对 称 PCR: 此 技术 是 Ellington 和 Szostak(1992) 筛 选 染料 分 子 DNA 配 基 时 所 采用 的 。 
不 对 称 PCR 有 多 种 方法 ,多 是 使 其 中 一 条 引物 量 远大 于 另 一 条 引物 ,经 过 最 初 的 指数 性 扩 增 ， 
由 过 量 引 物产 生 的 单 链 DNA 线性 堆积 。 这 种 方法 的 优点 是 得 到 的 单 链 DNA 产物 不 需要 进 一 

13+ 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


步 纯化 。 

(4) 逆 转录 : 单 链 随机 的 DNA 文库 可 由 该 库 的 随机 RNA 序列 逆转 录 得 到 。 这 种 方法 在 制 
备 大 规模 的 起 始 库 时 是 非常 有 用 的 ,但 在 每 一 轮 筛选 中 却 非常 麻烦 。 

2. 两 端 固定 序列 。 一 个 典型 的 RNA SELEX 所 用 单 链 DNA 模板 (40N cDNA) 及 其 引物 序列 
如 下 : 

5'GCCTCTTGTGACCCTCCTCTCGAA 3” 

5'GCCTGTIGTIGAGCCTICCTGTCGAA (40N) TTGAGCGTTTATICTIGTCICCC 3' 40N cDNA 

3' AACTCCCAAATAAGAACGAGGGATATCACTCAGCATAAT 5’ 

从 区 上 序列 可 以 看 出 , 赛 核酸 文库 的 模板 中 间 含 有 一 定 长 度 的 随机 序列 ,5 及 3 两 端 为 
国定 序列 ,这 些 固定 序列 长 度 -一 般 为 15 ~ 30 个 核 苷 酸 不 等 。SELEX 所 用 的 引物 与 文库 模板 两 
端 固定 序列 相互 补 。 因 此 ,文库 固定 序列 的 设计 一 定 要 考虑 引物 的 设计 对 PCR 的 影响 ,主要 
是 避免 PCR 扩 增 中 引物 二 聚 体 和 二 级 结构 的 形成 及 引物 的 自身 折 看 。 如 果 一 个 簿 选 需要 10 
轮 SELEX 过 程 ,而 每 轮 PCR 要 进行 30 个 循环 ,那么 每 个 目的 序列 最 终 要 经 过 300 次 循环 扩 
增 。 因 此 ,合理 的 引物 设计 ,对 减少 PCR 扩 增 中 引起 的 错 配 或 非特 异 条 带 十 分 重要 。 在 遵循 
上 述 设计 原则 的 前 提 下 ,固定 序列 中 可 以 适当 引进 较 多 的 GC 含量 ,以 提高 后 面 的 POR 反应 过 
程 中 退火 的 温度 ,增加 反应 的 特异 性 。 

另外 ,固定 序列 的 设计 对 文库 的 稳定 性 也 有 重要 影响 。 由 于 RNA 酶 的 广泛 存在 ,并 且 其 
作用 并 不 需要 特异 性 核 苷 酸 序列 ,因此 RNA 文库 稳定 存在 是 实验 的 前 提 。 文 库 的 稳定 性 主要 
取决 于 序列 两 端的 固定 序列 。 目 前 文献 中 采用 的 RNA 文库 5' 端 和 3 端的 固定 序列 往往 有 一 
有 段 互补 区 ,如 :在 第 选 与 RNA 酶 了 结合 的 RNA 配 基 时 ,文库 两 端的 固定 序列 5 端 为 :ACGGAU- 
UCGCUCAA,3' 端 为 :UUCAGAAUUCGCACCA( 带 下 划 线 的 序列 为 互补 序列 ) ,这 使 RNA 文库 在 空 
间 上 能 形成 一 段 双 链 区 ,从 而 使 其 稳定 性 增加 ,这 也 是 利用 了 某 种 RNA 文库 能 够 在 体内 稳定 
存在 的 性 质 设计 的 。 上 述 筛选 RNase P 所 用 的 RNA 文库 的 固定 序列 就 是 来 自 pre - tRNA 的 
三 呈 草 的 叶 栖 部 分 。 目 前 为 了 增加 随机 RNA 文库 的 稳定 性 ,一 些 实验 中 对 固定 序列 中 的 某 些 
碱 基 进 行 了 修饰 ,如 用 2 - NH: 或 2 -F 取 代 喀 喧 碱 基 中 的 2 - OH, 用 5- (1 ~ RRE) ~ 2 - 
BERUR ETER ssDNA 文库 中 的 胸腺 喀 啶 核 昔 酸 等 。 

除了 以 上 要 考虑 的 因素 ,固定 序列 的 设计 还 要 考虑 T RNA SRM RMB. HTE 
于 体外 转录 ,一 般 在 文库 模板 的 固定 序列 中 加 入 T7 RNA 多 聚 酶 启动 子 。 另 外 ,为 了 便于 今后 
的 克隆 与 测序 ,在 文库 模板 两 端 固定 序列 中 还 要 引入 限制 性 内 切 醇 酶 切 位 点 。 当 然 , 这 些 酶 切 
位 点 也 可 以 在 最 后 一 办 筛选 中 通过 PCR 引物 加 上 。 

3. 中 间 随机 序列 。 在 SELEX 技术 中 ,中 间 随 机 序列 的 设计 也 是 影响 筛选 成 败 的 关键 。 其 
中 随机 序列 的 长 度 和 随机 度 是 最 重要 的 两 个 因素 。 
一 个 未 修饰 的 窒 核 眶 酸 文库 ,只 有 A、C、G、T 或 A.C、G.U 4 种 碱 基 组 成 。 因 此 ,如 果 文 库 
中 的 随机 序列 由 n 个 碱 基 组 成 ,那么 该 文库 就 会 包含 和” 个 不 同 序列 ,也 即 文 库 的 库容 量 为 4"。 
警 如 一 个 随机 序列 为 30 个 碱 基 的 赛 核 背 酸 文库 ,其 库容 量 大 约 为 108。 文 库 的 容量 对 能 否 入 
到 高 亲和力 的 配 基 至 关 重 要 ,一 般 达 到 10 ~ 105( 随 机 赛 核 苷 酸 数 为 22 ~ 25), 即 可 满足 实际 
需要 。 文 库 的 设计 不 能 只 考虑 增加 库容 量 。 从 理论 上 讲 , 随 机 序列 越 长 ,库容 量 越 大 ,而 且 更 
易 形成 大 的 更 为 精确 的 结构 。 但 是 ,由 于 合成 的 文库 浓度 是 一 定 的 ,随机 序列 太 长 反面 使 文库 
中 每 一 种 守 核 背 酸 的 丰 度 降 低 ,从 而 使 特定 配 基 序 列 的 第 选 概率 降低 。 当 然 ,随机 序列 的 长 度 
也 不 能 太 短 ,否则 导致 整个 库容 量变 小 ,同时 也 不 易 形成 与 划分 子 结合 所 必需 的 特定 空间 结 
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构 。 目 前 SELEX ERA ARCER EIER RRIK -RE 30 个 碱 基 左右 ,此 长度 的 寡 
核 苷 酸 已 足以 形成 发 卡 ` 口 袋 , 假 结 `G - 四 联 体 等 已 知 的 单 链 寡 核 苷 酸 的 基本 空间 结构 。 体 
外 簿 选 所 用 的 文库 随机 序列 的 长 度 应 当 反映 被 第 选 配 基 的 长 度 。 在 野生 再 配 基 核 兰 酸 序列 已 
知 的 情况 下 ,随机 序列 长 度 的 选择 就 会 变 得 相对 容易 。 辟 如 ,野生 型 HIV - 1 的 RBE(rev - 
binding element) 长 度 大 约 30 个 磊 基 ,因此 理论 上 与 Rev 结合 的 窒 核 昔 酸 配 基 的 长 度 应 在 30 个 
REH. Tuerk 等 (1992) 用 了 随机 序列 为 32 个 碱 基 的 一 个 文库 筛选 能 与 Rev 结合 的 更 高 亲 
和 力 的 配 基 , 取 得 成 功 。 如 果 单 从 寻找 赛 核 苷 酸 药物 的 角度 考虑 , 则 应 尽量 避免 长 片段 。 

随机 度 是 指 寒 核 苷 酸 序 别 随机 化 的 程度 。 随 机 寒 核 苷 酸 可 以 是 完全 随机 组 合 .部 分 随机 
组 全 或 者 被 固定 的 碳 基 序列 分 隔 成 儿 个 小 的 区 段 (block) , 极 少数 是 将 几 个 随机 组 合 的 区 段 连 
接 成 一 个 非常 大 的 随机 区 域 (多 于 200 RÆ). BIES SELEX 实验 目的 有 关 。 一 般 来 讲 , 随 
机 序列 应 与 天 然 序列 保持 一 定 的 相似 性 ,这 样 才能 更 好 地 确定 到 底 哪 种 碱 基 和 结构 与 天 然 核 
酸 功 能 有 关 。 通 常 对 天 然 小 分 子 核酸 ( 少 于 20 碱 基 ) 可 以 完全 随机 化 ,对 较 大 的 核酸 可 以 部 分 
随机 化 ,并 在 中 间 引 入 一 些 非 野生 型 的 碱 基 以 区 分 不 同 的 功能 区 。 

(=) SEER 

不 同 的 靶 分 子 , 不 园 的 文库 (如 DNA 或 RNA XA), BRAS MAKE lf) CR i ab th 2 — 
最 件 配 基 或 它 的 一 组 相关 序列 ) 所 需要 的 筛选 条 件 都 不 尽 相 同 。 对 SELEX 技术 来 讲 , 面 对 如 
此 广泛 的 靶 分 子 范围 ,很 难 设计 一 个 快速 .通用 的 入 选 程序 ,一 般 只 能 给 出 一 些 总 的 指导 原则 ， 
其 中 车 分 子 浓度 、 窒 核 背 酸 配 基 的 分 离 方 法 及 循环 次 数 是 最 重要 的 儿 个 方面 。 

1. 地 分 子 浓 度 :划分 子 的 浓度 在 ~- 定 程度 上 取决 于 与 之 结合 的 核酸 配 基 。 由 于 高 亲和力 
配 基 的 含 虽 在 文库 中 相当 低 , 央 此 最 初 几 个 循环 应 使 用 较 高 浓度 的 靶 分 子 , 以 保证 捕捉 到 尽 可 
能 多 的 配 基 。 后 面 的 循环 ,由 于 高 亲和力 配 基 经 过 PCR 扩 增 富 集 ,其 浓度 已 足以 与 高 含量 的 
低 亲 利 力 配 基 竞争 ,此 时 应 降低 靶 蛋 白 的 浓度 ,以 加 强 筛选 的 严 廊 性 。 如 果 在 整个 SELEX Si 
选 过 程 中 一 直 使 用 高 浓度 的 划分 子 , 将 会 减少 客 核 背 酸 之 问 的 相互 竞争 ,导致 每 一 轮 富 集 效率 
降低 ,并 大 大 增加 簿 选 出 特异 配 基 押 需 的 循环 次 数 。 

Irvine 等 通过 实验 给 出 下 列 公式 ,能 估算 出 接近 最 佳 的 靶 分 子 浓度 : 

Tg = (Ka) +(Cum)](0.7)(0BGLACP)2 

其 中 7, IRERE TORRE, KN SCE BSE BRS BS F ABR BBL, Cogo 
代表 文库 总 寒 核 音 酸 的 浓度 , BC 为 非特 异 结合 RNA 所 占 的 比率 , CP 为 与 鞠 分 子 特异 结合 的 
SEMA SNL, MIRA ROKEEAF Ka, W Ks 可 以 忽略 不 计 。 

另 一 个 粗 路 知 计 苇 分 子 浓 庶 的 方法 是 ,以 能 结合 文库 总 寡 核 霸 酸 5% ~ 10% 的 靶 分 子 水 
平 为 靶 分 子 使 用 浓度 。 计 算 机 模拟 显示 ,这 种 情况 下 将 105 库 容量 中 1 拷贝 的 寡 核 背 酸 分 子 
富 集 到 占 文库 一 半 以 上 的 会 量 ,所 希 要 的 筛选 不 超过 7 个 循环 。 

在 实际 操作 过 程 中 ,SELEX 实验 起 始 罕 核 背 酸 与 轰 分 子 的 比率 一 般 为 10 ~ 100, 在 继 后 的 
簿 选 过 程 中 逐渐 增加 该 比率 以 提高 竞争 力 。 

2. 配 基 的 分 离 方 法 :分 离 与 划分 子 结合 及 未 结合 的 赛 核 苷 酸 也 是 SELEX 实验 中 非常 关键 
的 步骤 ,其 中 主要 涉及 分 离 介 质 ,缓冲 体系 ,非特 异 竞争 剂 及 反应 平衡 时 间 。 

对 不 同 的 划分 子 所 采用 的 分 离 介质 也 是 不 一 样 的 。 往 选 一 些小 分 子 , 如 小 肽 ,通常 用 固定 
化 的 配 基 制 成 亲 合 层 析 柱 ,当然 也 可 以 将 小 肽 偶 联 到 一 些 分 离 介质 上 ,如 活化 磁 珠 等 。 对 一 些 
大 的 蛋白 分 子 , 可 将 蛋白 质 分 子 固定 在 特殊 修饰 的 纤维 索 滤 膜 上 。 如 果 能 获得 靶 分 子 的 抗体 ， 

" 15 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


将 蛋白 质 - 配 基 复合 物 以 免疫 沉淀 的 形式 与 游离 配 基 分 开 也 是 切实 可 行 的 。 需 要 注意 的 是 ， 
很 难 用 滤 膜 的 方法 分 离 与 蛋白 质 结合 的 DNA 配 基 ,因为 脱氧 核糖 的 强 朴 水 性 会 带 来 过 高 的 背 
景 吸附 。 一 般 改 用 其 他 介质 ,如 用 多 和 孔 聚 丙烯 酶 联 板 或 电泳 分 离 。 

通过 控制 洗 脱 缓冲 液 的 条 件 也 能 增加 分 离 的 严谨 性 。 高 浓度 的 一 价 阳离子 常 可 换 制 文库 
与 岗 分 子 的 非特 异 结合 ;高 浓度 的 镁 离子 (或 其 他 二 价 阳离子 ) 能 促进 核酸 空间 结构 的 形成 , 当 
然 这 会 使 半分 子 的 特异 和 非特 异 结合 有 所 增强 。 

加 入 一 些 非特 异 的 靶 分 子 结合 物 可 以 与 核酸 配 基 竞 争 结合 的 靶 分 子 , 有 利于 从 随机 文库 
中 筛选 出 高 亲和力 的 配 基 。 这 些 非特 异 竞 争 剂 可 以 是 TRNA ,也 可 以 是 细胞 总 RNA。 如 果 要 得 
选 … 些 特殊 表 位 或 功能 域 的 核酸 配 基 ,还 可 加 入 较 特异 的 竞争 剂 。 如 在 筛选 HV -1 的 Rev 结 
合 配 基 时 ,可 加 入 HIV 的 RBF, 这 样 筛选 出 来 的 配 基 能 完全 避免 与 野生 型 RBE 的 结合 。 对 多 
表 位 的 蛋品 质 靶 分 了 ,竞争 抑制 某 一 麦 位 有 可 能 增加 配 基 与 其 他 表 位 的 结合 ,但 在 大 多数 情况 
下 配 基 只 与 单 .- 的 最 主要 的 表 位 结合 ,而 且 筛 选 的 特异 性 也 可 通过 控制 文库 与 竞争 剂 的 比例 
达到 。 

另外 ,文库 与 丢 分 子 的 结合 需要 一 定时 间 才能 使 反应 达到 平衡 ,因此 反应 平衡 时 间 也 昆 影 
响 分 离 效 果 的 : .个 因素 。 那 么 ,达到 平衡 需要 多 少时 间 ? 一 个 较 简单 的 判断 规则 是 :竞争 解 离 
常数 在 10-? mol/L 左 右 时 ,一 般 反 应 需要 数 分 钟 ;竞争 解 离 常数 在 10- mol/L 左右 时 , 则 需要 
数 小 时 才能 达到 平衡 。 

最 后 ,在 考虑 影响 配 基 分 离 的 因素 时 ,还 要 特别 注意 文库 与 分 离 介 质 结合 引起 的 背景 过 
高 ,这 是 进行 SELEX 短 选 时 经 常 遇 到 的 问题 。 实 验 发 现 ,文库 中 经 常 含有 可 与 分 离 介 质 ( 如 硝 
酸 纤维 素 膜 .琼脂 糖 等 ) 相 结合 的 寡 核 苷 酸 配 基 , 而 且 丰 度 可 能 比 与 臣 分 子 特异 结合 的 核酸 配 
基 还 高 。 过 高 的 背景 往往 增加 第 选中 的 循环 次 数 ,甚至 导致 第 选 失败 。 因 此 在 开始 第 一 轮 入 
选 前 , 需 进 行 . - 步 反 筛 操作 ,即将 未 结合 靶 分 子 的 赛 核 背 酸 先 过 一 遍 分 离 介质 ,以 除去 与 分 离 
介质 相 结 合 的 部 分 ,降低 第 选 背景 。 

3. 循环 次 数 :循环 次 数 依 实验 而 定 ,通常 比 设想 的 要 多 一 些 , 它 与 高 亲和力 配 基 在 文库 中 
的 含量 有 - 定 关 系 。 如 前 所 述 ,正确 选择 靶 分 子 的 浓度 ， eter or. 
个 成 功 筛选 所 需 的 循环 次 数 。 对 高 亲和力 配 基 来 讲 , 每 一 个 循环 能 得 到 10 RAVES. PSB, 
TE TADNA 聚合 酶 SELEX 实验 中 ,从 65 000 分 子 中 筛选 出 2 个 特异 序列 需要 4 个 循环 ;在 RIT 
IMEE EL SELEX 实验 中 ,从 库容 10? 的 文库 中 筛选 出 【个 特异 序列 大 约 需要 11 个 循环 。 一 般 
经 过 很 少 几 轮 第 选 很 难 找到 让 上 度 很 低 的 高 亲和力 配 基 。 在 Gold(1995a) 的 综述 中 ,50 个 成 功 的 
SELEX 实验 所 用 的 循环 多 在 10 个 左右 ,个 别 也 有 只 用 3 个 循环 或 多 于 20 个 循环 的 ,最 终 所 需 
的 循环 次 数 要 由 实验 中 设立 的 结合 力 检测 实验 确定 。 


第 三 节 ”核酸 配 基 结合 的 特异 性 评价 


、 配 基 结 合 特异 性 


SELEX 的 靶 范 围 很 广 , 儿 乎 任何 一 种 可 以 想像 得 到 的 蛋白 质 肽 类 物质 ,小 分 子 有 机 物 , 甚 

皇 复 杂 的 混合 物 , 都 可 得 到 与 之 相 匹配 的 寡 核 此 酸 配 基 。 目 前 已 经 报道 筛选 出 特异 配 基 的 臣 

分 子 多 达 几 十 种 ,而且 特异 性 极 强 。 利 用 SELEX 技术 筛选 出 的 配 基 特 异性 可 以 用 下 面 的 例子 

说 明 。 茶 碱 是 缓解 急性 或 慢性 哮喘 的 药物 ,但 具有 严重 的 毒 副作用 , 需 定期 检查 血清 中 的 含量 

以 预防 毒 副 作用 的 发 生 。 茶 碱 与 其 他 黄 嗓 叭 类 似 物 咯 啡 因 、 可 可 碱 的 结构 非常 相似 ,而 后 两 者 
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常 存在 于 血清 中 。 


常规 的 茶 碱 单 抗 检 测 有 交叉 反应 ,而 通过 SETEX 方法 筛选 到 的 赛 核 苷 酸 配 


基 仅 特异 地 结合 茶 碱 ,与 


他 两 种 物质 无 反应 ,其 中 与 茶 碱 的 亲和力 比 与 咖啡 因 的 亲和力 高 


10 000 倍 。 核 
Szostak(1992 ) 利 


酸 、 氨 基 酸 
用 随机 RNA 
EMS L- 色 氨 酸 的 结合 率 低 于 4 和 ‰% 。 有 人 还 有 有 
原型 辅酶 (NADH) OSE RC 


FAAS RCE BE Ts 1S RRR .镜像 体 区 分 开 来 。Famulok 和 
文库 筛选 出 的 D - 色 氨 酸 配 基 与 D - 色 氨 酸 的 结合 率 达 80% 以 
SETEX 技术 筛选 出 能 分 辨 辅酶 IINAD) 和 还 


核酸 结合 蛋 包 的 寡 核 首 


酸 配 基 与 天 然 结合 序列 的 结构 相似 ,但 亲和力 更 强 。 一 种 逆转 录 


病毒 Rev RA HME MNES A bw RIAN Rev 焦 白 不 发 生 相互 结合 。 普 通 蛋 白质 比 


BRASH ONAL MER RAH BRA 
mol/L KF. PE RA 
HBL AE HE AT SEA SF KA Pa A Et 
肿瘤 的 生长 。 利 用 SELEX 筛选 得 到 的 这 两 种 生长 
面 受 体 的 结合 ,而 且 特 异性 很 强 ,亲和力 比 与 其 他 的 肝 磷脂 


100 ~ 10 000 倍 。 
SET ACHE 
相互 作用 的 基础 又 是 人 


酸 常 存在 于 一 些 分 子 | 


的 捕 抗 性 核酸 配 基 , Ky BEE 107° ~ 107? 
维 生 长 因子 (bFGF) 和 血管 内 皮 细 胞 生长 因子 (VEGF) 是 两 种 与 肿 
长 提供 营养 ,它们 的 特异 性 持 抗 剂 可 遏制 恶性 
子 的 寡 核 背 酸 配 基 均 能 拓 抗 其 与 细胞 表 
结合 蛋白 或 变性 分 子 的 结合 力 高 


何 有 如 此 高 的 亲和力 ,并 能 够 如 此 精确 识别 靶 分 子 呢 ? 它 与 丢 分 子 之 间 
什么 ? 将 获得 的 窒 核 
筛选 出 的 与 靶 分 子 相互 作用 的 寡 核 昔 酸 配 基 大 4 
间 结 构 中 ,如 发 卡 .G - 四 聚 体 的 凸 环 、 假 结 (pseudokmot) 或 口袋 中 。 这 些 
结构 中 的 许多 城 基 对 并 不 遵循 Watson ~ Crick 配对 原则 。 核 背 酸 残 基 之 间 具 有 强烈 的 相互 作 


PARE Wa ATS 
一般 在 10 ~ 


,结构 分 析 的 结果 显示 , SELEX 
15 ME, 甚至 更 小 ,这 些 穿 核 


用 ,即使 是 非常 短 的 一 段 寒 核 
APA DREAM ESO TAS LPR BEER N R 


SCA AT REA PHBE A 


300 ~ 400 ,大体 与 抗体 Fab 片断 识别 统 原 位 点 大 小 相当 ,在 此 范围 内 


即 可 达到 解 离 常数 为 10- 
难 形成 固定 的 结构 ,只 有 


酸 ,也 能 形成 稳定 的 结构 。 一 个 足够 容量 的 赛 核 苷 酸 库 包容 了 
存在 一 个 适 配 的 结构 , 因 
的 结合 部 位 的 平均 大 小 为 
结合 只 需 很 少 的 自由 能 
互 作用 。 短 肽 在 洲 液 中 很 


,但 是 其 侧 链 之 间 也 缺少 很 


ATMA MHRA, MRSS 


2 mol/L AE SAP RAGS [AH 
5 较 大 的 蛋白 质 才能 形成 稳定 的 立体 结构 


强 的 相互 作用 。 因 此 ,与 


而 易 见 , 这 也 回答 了 为 什么 从 随机 肽 库 、 环 肽 库 ,或 老将 随机 序列 弛 
所 得 到 的 配 基 的 亲和力 和 特异 性 都 不 如 核酸 配 基 的 问题 。 


分 析 配 基 序列 及 


他 组 合 化 学 库 例如 随机 肘 库 ,抗体 库 相 比 , 窒 核 疹 酸 库 的 优越 性 显 


i 人 一 个 预定 的 抗体 结构 中 


二 、 配 基 序列 及 空间 结构 分 析 


结构 对 理解 配 基 与 相应 部分 子 的 结合 特异 性 很 有 帮助 。 


在 用 随机 RNA CEINE HIV - 1 逆转 录 酶 特异 配 基 的 实验 中 ,文库 所 用 的 随机 序列 长 度 
为 32 个 碱 基 。 经 过 9 SELEX 短 选 ,第 选 出 的 核酸 分 子 与 HIV - 1 道 转录 酶 功能 位 点 结合 的 
Ks 为 5x 107? mol/L, 并 能 抑制 cDNA 的 合成 ,而 对 其 他 病毒 逆转 录 酶 无 影响 ,说 明 筛 选 出 的 配 


基 为 HIV - 1 道 转录 酶 特异 的 。 而 且 分 离 了 104 个 克隆 ,测序 后 发 现 


中 包含 20 种 特异 序列 。 


通过 排列 .对 比分 析 , 证 明 序列 中 存在 两 个 明确 的 一 致 序列 基 序 (motif): CGGGA(U/A) A 和 
AAUCCG(U/A) 4, 并 发 现 前 一 序列 模式 在 104 个 克隆 的 分 子 中 高 度 保守 。 这 些 序列 并 不 相互 


重 登 ,中 间 被 4 ~ 11 个 大 基 隔 开 , 多 为 6 个 碱 基 。 前 面 18 个 序列 明显 可 妇 为 一 类 分 子 ,也 即 同 


一 家 族 (family) ,后 面 两 个 序列 不 包含 上 述 两 个 功能 基 序 ,它们 是 与 硝酸 纤维 素 膜 特异 结合 的 


核酸 分 子 。 计 算 机 分 析 其 二 级 结构 ,显示 


为 一 假 结 (psueodoknot) 结 构 。 上 述 例子 说 明 , 配 基 
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序列 及 空间 结构 分 析 可 获得 许多 重要 信息 。 

SELEX 技术 的 建立 在 于 随机 文库 中 含有 大 量 的 具有 不 同 分 子 构象 的 窒 核 车 酸 分 子 。 由 于 
分 子 结构 决定 其 功能 ,因此 利用 SELEX 筛选 测 的 一 组 针对 靶 分 子 某 一 特 蜡 功能 的 配 基 应 具有 
共同 的 三 维 结构 特征 。 而 具有 共同 三 维 结构 基 序 的 核酸 分 子 通常 也 具有 相似 的 二 级 结构 基 
序 。 这 些 二 级 和 三 维 结构 基 序 在 核酸 分 子 序列 上 表现 出 一 定 的 模式 或 一 级 结构 上 的 相似 性 。 
根据 这 些 不 同 的 序列 模式 ,可 将 筛选 出 的 核酸 分 子 归 为 不 同 的 家 族 。 

当然 ,从 文库 中 富 集 的 功能 分 子 往往 不 是 单一 的 一 个 家 族 ,有 可 能 是 多 家 族 分 子 的 复合 
物 , 这 是 由 于 文库 核酸 分 子 与 划分 子 不 同 功能 基 团 相互 结合 造成 的 。 

将 具有 共同 三 维 结构 的 分 子 序列 加 以 比较 ,将 得 到 许多 与 号 基 功 能 有 关 的 信息 ,如 保守 核 
PEAR EE ,特殊 位 点 突变 的 可 能 性 等 。 同 … 家 族 中 功能 重要 的 区 域 一 般 高 度 保守 ,而 只 对 核 
酸 拓扑 结构 如 上 山 环 形成 有 作用 的 区 域 变异 性 较 大 。 另 外 , 配 基 的 分 了 刚性 (rigidity) 与 其 结合 
的 特异 性 与 亲和力 也 有 密切 关系 。 辽 基 分 子 刚性 越 强 ,其 与 相应 苇 分 子 结合 的 特异 性 和 亲 和 
力 越 高 。 这 种 现象 在 多 肽 与 受 体 的 结合 中 也 存在 。 


第 四 节 SELEX 技术 的 改进 与 发 展 
H SELEX 技术 问世 以 来 ,该 技术 本 身 的 发 展 非常 迅速 ,许多 改良 的 SELEX 技术 相继 建立 。 
一 、 导 向 SELEX 


导向 SELEX(blended SETLEX) 是 将 一 个 已 知 的 可 以 与 靶 蛋 白 上 的 特定 位 点 结合 的 小 分 子 挫 
人 赛 核 芽 酸 库 或 者 将 一 个 适当 的 小 分 子 释放 到 靶 蛋 白 上 。 这 样 通过 SELEX 筛选 出 的 配 基 只 
与 该 蛋白 上 的 特异 表 位 结合 ,增加 了 药物 作用 的 特异 性 ,避免 了 它 与 细胞 内 一 些 未 知 成 分 的 结 
合 所 带 来 的 副作用 ,这 一 点 在 药物 簿 选中 十 分 重要 。 例 如 利用 澡 有 葡萄 糖分 子 的 赛 核 背 酸 库 
可 筛选 出 己 糖 激酶 的 作用 位 点 。Bless 等 (1997) 从 一 个 挫 有 弹性 酶 小 分 子 不 可 递 拙 制剂 ( 妥 氨 
酸 二 荣 脂 磷酸 ) 的 随机 ssDNA 文库 中 筛 出 具有 高 度 底 物 特异 性 的 弹性 酶 的 ssDNA 配 基 , 并 首 
次 在 动物 的 肺 部 炎症 模型 中 证 明 该 配 基 能 抑制 肺 损伤 和 嗜 中 性 粒 细胞 的 流 和 人。 另外 , 若 在 合 
ARSE RCIA PETA 2’ - NH2UTP、2' - NHzCTP, 可 有 效 地 抵抗 人 体内 的 核酸 内 切 酶 ,增强 药物 
或 检测 试剂 的 稳定 性 。 


. 二 、 复 合 靶 分 子 SELEX 

经 典 SELEX 筛选 的 破 分 子 多 为 单一 蛋白 或 小 分 子 物质 ,通过 这 些 靶 分 子 筛选 出 的 赛 核 昔 
酸 序列 一 般 仅 有 很 少儿 个 家 族 。 这 些 家 族 的 配 基 常 相互 竞争 披 分 子 的 同一 位 点 或 交叉 位 点 ， 
而 这 些 位 点 通常 又 是 靶 分 子 上 占 优势 的 位 点 。 有 趣 的 是 ,实验 发 现 当 数 种 轰 分 子 混合 在 一 起 
时 ,这 些 优势 位 点 仍然 优先 与 赛 核 并 酸 文 库 结 合 。 例 如 ,运用 SELEK 技术 以 30 5 核糖 体 颗粒 
作为 靶子 筛选 出 的 S1 蛋白 的 配 基 与 用 单一 纯 SI 蛋白 作为 靶子 筛选 出 的 配 基 ,在 序列 及 亲 和 
力 上 都 极为 相似 ,似乎 表明 文库 与 各 个 不 同位 点 的 结合 并 不 互相 于 扰 。Morris 等 (1998) 在 此 基 
础 上 将 SELEX 技术 用 于 人 红细胞 膜 总 蛋白 配 基 的 筛选 ,建立 并 完善 了 复合 靶 分 子 SELEX(com- 
plex targets SELEX) 技 术 方法 。 该 方法 与 经 典 SELEX 不 同 之 处 主要 有 两 点 :一 是 第 选 的 地 分 子 
并 非 一 单纯 蛋白 或 小 分 子 ,而 是 人 红细胞 膜 的 总 蛋白 ,为 多 种 轰 分 子 的 混合 物 ,实际 上 , 它 是 利 
用 局 一 个 朝 核 音 酸 库 同时 进行 多 个 筛选 ,将 混合 物 中 不 同 靶 子 的 特 晃 配 基 园 时 短 选 出 来 而 后 
此 互 不 干扰 ;二 是 必须 将 第 选 出 的 多 种 部 分 子 特异 配 基 进 一 步 分 离 , 所 用 方法 是 将 第 选 出 的 特 
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异 配 基 复 合 物 在 交 联 剂 的 作用 下 与 原 复合 靶 分 子 (如 上 


上 同位 素 ,经 SDS/PAGE 电泳 分 离 因 靶 分 子 大 小 不 同 显示 的 核酸 - 蛋白 条 带 ,PCR 扩 增 后 再 重 


复 上 述 操作 ,最终 得 到 每 一 丢 分 了 各 自 的 特异 柜 基 。 
ROWS SELEX 是 近 两 年 发 展 起 来 的 非常 有 实 
靶子 不 是 纯 的 蛋白 质 或 小 分 子 ,而 是 多 种 物质 的 混合 体 


述 人 红细胞 膜 总 蛋白 ) 交 联 ,同时 标记 


际 应 用 价值 的 一 项 技术 。 它 所 针对 的 
; 远 清 、 尿 样 .动物 血管 .肿瘤 细胞 , 红 细 


胞 白细胞、 细胞 紫 或 细胞 核 抽 提 物 等 都 可 以 作为 它 的 靶子 ,应 用 范围 大 大 扩展 。 另 外 ,设计 一 


种 适当 反 筛 选 实验 ( 如 我 们 正在 建立 的 消减 杂交 SELEX 
的 差异 寡 核 苷 酸 配 基 。 如 果 选 朋 的 混合 体 是 一 个 肿瘤 纠 


BOR) ,可 以 获得 识别 两 种 混合 体 之 间 
MERMER MERANER 


段 的 细胞 , 则 可 通过 SELEX 技术 发 现 新 的 种 瘤 标志 、 发 育 标 志 及 不 同 的 胞 内 信和 号 分 子 ,这 可 能 
成 为 新 的 诊断 或 治疗 芭 子 。 用 随机 肽 库 研究 复杂 的 生物 系统 有 一 定 的 局 限 狂 , 因 肽 类 配 基 的 


亲和力 较 弱 ,不 可 能 完全 检测 到 混合 物 中 所 存在 的 地 和 蛋 
量 极 微 的 竟 蛋 外 寻找 到 ,并 研究 其 功能 。 


白 ,而 寡 核 苷 酸 配 基 则 能 将 混合 物 中 含 


三 、 基 因 组 SELEX 


蛋白 质 与 DNA 及 RNA 的 相互 作用 是 基因 表达 调控 的 核心 问题 ,有 些 蛋 白质 在 基因 表达 


调控 中 其 至 与 两 种 或 更 多 的 核酸 发 生 相 互 作用 。 自 前 已 知 ,这 种 蛋白 质 与 核酸 的 调节 网 络 十 
分 复杂 ,许多 问题 还 不 十 分 清楚 。 对 大 多 数 蛋 白质 来 说 ,利用 经 典 SELEX 能 筛选 出 与 之 结合 


的 RNA 配 基 , 配 基 亲和力 可 达 1079 mol/L AF, Æ A3 


起 体内 生物 效应 。 但 是 这 些 蛋 白质 多 


数 并 不 属于 RNA 或 DNA 结合 蛋白 ,因此 需要 建立 一 种 可 以 广泛 筛选 DNA 和 RNA 天 然 配 基 的 


技术 。 


基因 组 SELEX( genomic SFLEX) 就 是 能 满足 这 一 要 求 的 新 技术 。 基 因 组 SELEX 是 在 经 典 
SELEX 技术 的 基础 上 衔 生来 的 。 它 将 感 兴趣 的 生物 体 的 基因 组 制备 成 一 个 赛 核 苷 酸 文 库 , 从 
中 筛选 蛋白 质 、 抗 生 素 、 辅 因子 .多糖 等 生物 活性 分 子 的 天 然 识 别 序列 ,为 解析 细胞 内 基因 调 


控 , 代 谢 调控 的 问题 提供 大 景 的 数据 材料 。 基 因 组 SELEX 技术 成 败 的 关键 是 起 始 文 库 的 质 
量 。 理 想 的 文库 应 包含 所 感 兴趣 基因 组 的 所 有 序列 。 基 因 组 文库 的 构建 可 用 多 种 方法 ,如 限 
制 性 酶 切 和 连接 法 .机 械 片段 化 和 平 末端 连接 法 及 随机 引物 PCR 扩 增 法 等 。Singer 等 应 用 随 


机 引物 PCR 的 方法 将 E. coli 、 醇 母 及 人 的 基因 组 DNA 构建 成 了 可 用 T7 RNA 聚合 酶 扩 增 的 基 


因 组 文库 。 


第 五 节 适 配 分 子 的 特性 


谈 到 适 配 分 子 就 不 能 不 谈 到 抗体 ,抗体 在 基于 分 子 识别 的 许多 领域 都 作出 了 巨大 贡献 。 
从 20 世 纪 50 年 代 开始 抗体 被 用 于 检测 分 析 , 到 20 世纪 70 年 代 由 于 多 克隆 抗 血清 的 发 展 , 搞 
体 分 析 技 术 被 广泛 应 用 于 各 个 领域 ,由 于 需要 大 量 的 抗体 ,多 克隆 抗体 制备 技术 难以 满足 需 


要 , 单 克隆 技术 的 发 展 使 大 规模 制备 独特 型 抗体 成 为 可 


能 。 由 于 抗体 具有 巨大 的 实用 价值 , 单 


克隆 技术 被 广泛 用 于 世界 的 每 一 个 角落 。 单 克隆 抗体 技术 具有 很 多 优点 ,如 能 从 培养 的 细胞 
中 制备 大 量 的 抗体 ;抗体 能 被 容易 地 优化 和 提纯 ,目前 单 克隆 抗体 已 被 广泛 用 于 各 种 非 同位 素 
分 析 。 今 天 已 经 能 在 连续 培养 的 过 程 中 选择 出 产生 单 克 隆 的 细胞 克隆 。 理 论 上 讲 , 产 生 抗 体 


的 细胞 能 无 限 的 产生 抗体 。 另 一 方面 ,所 用 抗原 不 必 纯 化 。 单 克 降 技术 的 发 展 给 免疫 学 带 来 
了 巨大 革命 ,并 大 大 扩展 了 抗体 的 应 用 范围 ,但 抗体 在 某 些 方面 仍 有 不 足 之 处 。 


1. 抗体 的 第 一 步 需要 用 抗原 免疫 动物 。 某 些 分 子 
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,如 毒素 由 于 动物 不 能 耐 受 而 无 法 制备 
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抗体 ,此 外 一 些 图 有 的 免疫 原 性 较 差 的 分 子 也 很 难 制备 抗体 。 

2. 杂交 瘤 细胞 只 限于 大 鼠 和 小 鼠 , 这 限制 了 单 克隆 抗体 在 治疗 中 的 应 用 , 非 人 源 性 抗体 
主要 用 于 体外 诊断 , 抗 异 源 性 抗 抗 体 ( 人 栖 中 识别 非 人 源 人 性 抗体 的 抗体 ) 能 使 检测 出 现 假 阴性， 
此 外 风湿 因子 和 自身 抗体 亦 影响 免疫 分 析 。 

3. 制备 单 克隆 抗体 是 一 项 实验 技巧 很 强 的 技术 ,从 大 量 的 克隆 中 饰 选 稀有 抗体 将 是 一 件 
十 分 繁杂 而 昂贵 的 事情 。 

4. 第 选 出 来 的 克隆 细胞 在 保存 过 程 中 有 可 能 因 意 外 而 丢失 或 发 生 细胞 死亡 。 一 般 在 制 
备 单 克隆 抗体 过 程 中 ,将 杂交 瘤 细胞 种 植 于 动物 昨 膜 及 ,然后 从 腹水 中 纯化 抗体 。 但 有 些 杂 交 
瘤 细胞 很 难 在 体内 生长 ,从 而 影响 了 抗体 的 制备 。 

5. 有 些 抗体 批 与 批 之 间 存 在 差异 ,因此 在 免疫 分 析 中 需要 排除 这 些 影响 。 

6. 抗体 是 在 体内 产生 的 ,而 免疫 分 析 是 在 体外 完成 的 ,体外 抗体 识别 抗原 是 处 于 非 生理 

7. 抗体 与 抗原 相互 作用 的 划分 子 不 能 根据 需要 进行 调整 。 

8. 抗体 对 温度 十 分 敏感 , 易 发 生 不 可 逆 变 性 ,抗体 的 储存 期 限 也 有 限 。 

虽然 杂交 瘤 抗体 有 以 上 缺陷 ,然而 人 们 也 找到 了 各 种 克服 的 办 法 ,包括 人 源 性 抗体 的 制备 
技术 、 唆 菌 体 肽 库 技术 、 核 糖 体 技术 ,抗体 工程 体外 免疫 等 。 

另 一 方面 ,人 们 可 以 考 虚 另 一 类 完全 不 同 的 分 子 一 Aptamer, 它 可 以 弥补 抗体 的 不 足 。Ap- 
tamer 具有 以 下 优点 : 

1.Aptamer 的 确定 是 通过 体外 过 程 完成 的 , 它 不 依赖 于 细胞 或 动物 ,也 不 在 体内 ,其 特性 可 
根据 需要 改变 。 

2. 确定 Aptamer 的 选择 条 件 可 以 控制 ,以 获得 具有 体外 诊断 所 需 特性 的 Aptamer, 例 如 ,可 
以 制备 出 在 非 生 理 溶液 中 和 非 生 理 温度 下 结合 靶 分 子 的 Aptamer。 间 样 Aptamer 与 靶 分 子 结合 
的 动力 学 参数 也 可 以 改变 。 

3. 由 于 不 需要 免疫 动物 和 细胞 ,毒素 和 没有 免疫 源 性 的 分 子 也 可 产生 高 亲和力 的 Ap- 
tamero 

4.Aptamer 能 用 化 学 合成 的 方法 制备 ,只 有 很 高 的 精确 性 和 重复 性 。 在 变性 条 件 下 能 纯化 
得 到 很 高 的 纯度 。 在 制备 Aptamer 的 过 程 中 几乎 没有 批 与 批 之 间 的 差异 。 

5. 标记 分 子 如 荧光 素 和 生物 索 能 标记 到 Aptamer 的 精确 位 置 , 在 合成 过 程 中 亦 可 以 衍生 
上 去 。 

6. Aptamer 能 可 逆 变 性 。 变 性 后 的 Aptamer 能 在 数 分 钟 之 内 复原 ,并 能 长 期 储存 和 在 常温 
下 运输 。 


第 六 节 SELEX 技术 和 适 配 分 子 在 各 方面 的 应 用 


自 SELEX 技术 问世 以 来 发 展 非常 迅速 ,由 于 其 筛选 的 吉 范 团 广 、 亲 和 力 高 ,特异 性 强 , 因 
此 在 基础 研究 临床 诊断 和 药物 筛选 等 领域 中 展示 了 其 广阔 的 应 用 前 最。 


一 、SELEX 技术 在 各 方面 的 应 用 
{一 )SELEX 技术 在 基础 医学 研究 中 的 应 用 


如 前 所 述 ,基因 组 SELEX 的 建立 是 SELEX 技术 在 基础 医学 研究 中 应 用 的 典范 ,利用 它 可 
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以 筛选 出 基因 复制 转录 和 翻译 过程 中 起 关键 作用 的 许多 蛋白 调节 因子 或 其 特异 持 抗 剂 ,借以 
研究 其 调控 机 制 。 它 为 研究 核酸 - 蛋白 质 的 相互 作用 提供 了 一 种 非常 有 效 的 研究 手段 。 例 
如 ,细胞 内 存在 一 些 特异 的 活性 DNA 片段 , 乳 铁 传递 蛋白 (lactoferin) 只 有 与 DNA 片段 发 生 相 
互 作用 后 才 表 现 出 传递 活性 。 而 在 体外 ,自然 杀伤 细胞 (NK celi) 中 乳 铁 蛋白 的 活性 能 被 一 些 
RNA 或 DNA 抑制 。 因 此 用 SELEX 技术 筛选 出 的 乳 铁 传递 蛋 拍 的 特异 核酸 配 基 非 常 有 用 。 

除 此 之 外 ,由 于 SELEX 技术 本 身 是 利用 了 随机 RNA KERER FB RE e 
近年 来 成 为 研究 核 酶 最 方便 、 最 直接 的 手段 之 一 。 利 用 SELEX 技术 不 仅 能 筛选 出 核 酶 的 特异 
寡 核 昔 酸 配 基 及 其 剪 切 位 点 ,而 且 还 可 以 在 随机 RNA 文库 中 发 现 一 些 新 的 核 酶 序列 。 辟 如 ， 
HEAL RNA 与 Pb?* 共同 铸 育 时 能 进行 自我 剪 切 ,Ph?+ 的 前 切 速率 与 TRNA 分 子 的 适应 折 克 密 
切 相关 。Pan 等 (1992,1995) 将 Pb?+ 剪 切 反 应 引 和 人 SELEX 中 ,成功 地 分 离 到 tRNA 样 折合 的 新 
RNA 分 了 ,而 且 还 从 中 找到 在 Pht 存在 下 能 进行 自我 剪 切 的 RNA, 也 即 新 的 核 酶 。 根 据 SE- 
LEX 原理 ,还 可 将 已 知 核 酶 中 的 保守 序列 随机 化 ,构建 成 随机 RNA 文库 ,从 中 筛选 出 比 野 生 型 
活性 更 强 的 核 酶 ,并 对 其 生物 活性 及 功能 进行 研究 。Pruden(1994) 第 选 出 的 RNA 具有 催化 桥 
联 式 双 节 分子 异 构 体 互 换 的 功能 ,使 该 酶 的 概念 有 了 新 的 扩展 。 

SELEX 技术 还 可 用 于 新 蛋白 质 的 细胞 内 定位 及 分 离 。 由 于 寡 核 苷 酸 配 基 与 蛋白 质 结合 的 
亲和力 在 5x 10-1 ~ 5x 107? mol 代 之 间 , 高 于 抗原 与 抗体 的 结合 ,因此 将 生物 之、 荧光 素 、 活 
性 基 团 偶 联 到 经 SELEX 筛选 出 的 骤 蛋 白 特 异 窒 核 背 琶 配 某 上 ,可 以 对 新 蛋白 质 进 行 细胞 内 定 
位 ,也 可 以 将 这 些 特 异 配 基 作为 层 析 介 质 , 制 成 亲 和 层 析 柱 分 离 纯化 该 蛋白 质 。 近 几 年 的 数据 
累计 表明 ,人 们 在 窒 核 苷 酸 配 基 和 抗体 方面 所 作 的 努力 ,是 朝 卷 一 个 相同 的 方向 迈进 的 。 鉴 于 
SELEX 技术 的 优越 性 ,可 以 预言 ,在 不 久 的 将 来 ,特异 寡 核 苷 酸 配 基 很 可 能 成 为 主动 免疫 中 搞 
体 的 符 代 物 ,实验 室 里 的 单 克 隆 抗体 制备 技术 将 会 被 一 种 费用 不 高 ,较为 方便 的 SELEX 技术 
所 代替 。 

近年 来 , 随 着 核磁 共振 技术 及 计算 机 技术 的 飞速 发 展 ,通过 解析 经 SELEX 技术 筛选 出 的 
特异 配 基 同 源 家 族 一 致 序列 的 结构 ,为 揭示 生物 大 分 子 间 的 相互 作用 规律 提供 了 大 量 的 实验 
数据 。Robison{1998) 将 55 种 E. coli DNA 结合 蛋白 的 结合 位 点 制 成 矩阵 ,与 E. coli 基因 组 
DNA 共同 孵育 ,得 到 的 天 然 结合 位 点 与 经 SELEX 技术 筛选 出 的 DNA 结合 位 点 进行 比较 ,建立 
了 关 十 这 些 蛋 白 与 DNA 相互 作用 的 数据 库 。 最 近 ,SELEX 技术 常 被 用 于 研究 RNA 与 蛋白 质 
之 间 的 相互 作用 ,如 鉴别 筛选 能 与 锌 指 蛋白 特异 结合 的 5 S BOK RNA 最 小 功能 域 及 与 一 些 
冷 休克 蛋白 (eold shock protein) 相 互 作用 的 RNA 分 子 的 特异 序列 等 。 

(=) SELEX 技术 在 药物 第 选中 的 作用 

筛选 治疗 性 药物 是 SELEX 技术 发 展 早期 的 主要 目的 。 例 如 ,阻止 肿瘤 血管 生成 是 防止 肿 
瘤 生 长 的 有 效 手 段 之 一 。 肿 瘤 细 胞 分 说 大 量 的 血管 生成 刺激 因子 如 血管 内 皮 细 胞 生长 因子 
(VEGF) ,成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) 等 ,肿瘤 血管 内 皮 细 胞 也 过 旺 表 达 一 些 关键 受 体 。 利 用 
SELEX 筛选 这 些 生长 因子 或 受 体 的 特异 持 抗 剂 可 以 阻止 肿瘤 馆 管 的 生成 ,起 到 抗 肿瘤 作用 。 
目前 ,利用 SELEX 筛选 出 的 VEGF 捕 抗 剂 已 经 进 人 临床 试验 阶段 。 此 外 ,经 SELEX 筛选 出 的 
凝血 酶 的 塞 核 酸 配 基 能 捉 制 凝 秋 酶 的 作用 ,防止 血栓 形成 ;全 身 性 红斑 狼疮 病人 的 体内 产生 
了 大 量 抗 自身 抗原 的 抗体 , 属 自身 免疫 性 疾病 的 一 种 ,用 SELEX 筛选 出 的 抗体 的 RNA 和 ssD- 
NA 配 基 , 能 拷 抗 这 些 自身 抗体 的 作用 ;CD4 分 子 的 RNA 配 基 与 鼠 淋 巴 细胞 表面 CD4 分 子 的 亲 
和 力 高 于 CD4 单 抗 与 CD4 分 子 的 结合 ,并且 能 以 CD4 特异 的 方式 完全 阻 断 同 种 异体 混合 淋巴 
细胞 反应 (MLR) ;活化 血小板 表面 的 细胞 黏附 分 子 P - 选择 素 (P - selectin) 介 导 血 小 板 与 中 性 
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粒 细胞 的 结合 ,在 早期 炎症 反应 中 起 到 重要 作用 。P - 选择 素 的 寡 核 音 酸 配 基 的 Ks 为 10-"~ 
10- mol/L, 二 其 糖 蛋白 类 特异 配 基 的 10° ~ 108 倍 ,是 E- 选择 素 和 工 - 选择 素 的 10° ~ 10°83, 
成 为 炎症 治疗 的 候选 药物 之 一 。 另 外 L- 选择 素 的 ssDNA 特异 配 基 也 能 阻 断 体内 上 - 选择 素 
的 功能 ,具有 潜在 的 临床 应 用 价值 ;Goodman( 1999) 利 用 SELEX 技术 衍 选 出 能 与 宿主 细胞 DNA 
整合 的 细菌 蛋白 IHF 的 特异 配 基 ,为 细胞 感染 性 治疗 提供 了 新 的 思路 。Piesecker(1999) 用 该 技 
术 闭 得 人 补体 C5 的 特异 抑制 剂 ,经 化 学 修饰 后 得 到 的 2 -下 RNA 特异 配 基 的 生物 活性 不 变 ， 
很 有 订 能 用 于 临床 治疗 与 补体 C5 有 关 的 人 类 疾病 如 慢性 感染 等 。 另 外 ,其 他 ~- 些 病毒 蛋白 、 
细胞 因子 的 寡 核 霸 酸 配 基 也 有 一 定 的 治疗 前 景 。 相 信 SELEX 技术 在 药物 筛选 中 的 作用 会 越 
来 越 重 要 。 
如 果 SELEX 筛选 出 来 的 赛 核 背 酸 配 基 特异 性 及 稳定 性 能 满足 临床 要 求 ,那么 这 些 配 基 可 
以 直接 作为 药物 用 十 疾病 的 治疗 。 但 是 利用 SELEX SEH KM ARE BAER ESBS 
的 亲和力 很 高 ,其 稳定 性 往往 达 不 到 要 求 ,因此 从 临床 应 用 角度 考虑 ,还 需 对 寡 核 苷 酸 配 基 进 
行 各 种 修饰 ,以 进一步 提高 其 特异 性 和 稳定 人 性。 修饰 方 式 有 两 种 ,一 种 是 在 筛选 前 ,将 修饰 性 
BOT = BERRIGA SERRE. MARE TEENE AT EER 5 位 、 味 叭 环 8 位 以 及 五 碳 
2. BS PEAT NRT ORE LEA LR. WEARERS 
人 2 = NH,UTP .2' — NH2CTP, 可 有 效 抵抗 人 体内 的 核酸 内 切 酶 ,增强 药物 或 检测 试剂 的 稳定 
性 。 随 着 计算 机 药物 设计 的 发 展 ,将 SELEX 筛选 出 来 的 特异 寡 核 苷 酸 配 基 进行 序列 测定 , 通 
过 分 析 其 空间 结构 ,从 小 分 子 化 合 物 数据 库 中 寻找 类 似 结构 的 化 合 物 作为 先导 物 ,进一步 发 展 
成 稳定 而 特异 的 药物 用 于 临床 。 
(三 }SELEX 技术 在 临床 诊断 方面 的 应 用 
由 于 完 核 厦 酸 配 基 的 高 特异 性 和 高 亲和力 ,将 其 作为 涂 断 试剂 比 本 质 为 蛋白 质 的 抗体 类 
诊断 试剂 具有 更 高 的 灵敏 度 和 准确 性 ,而 且 这 种 特异 性 和 亲和力 不 受 组 织 或 样品 中 的 非 靶 蛋 
器 干扰 。 如 系统 性 红斑 狼 疙 是 一 各 自身 免疫 性 疾病 ,病人 的 体内 产生 大 量 抗 自身 抗原 的 抗体 ， 
并 随 病 情 的 变化 而 消长 。 其 中 一 种 抗体 被 用 作 SELEX HIF, 22 SELEX 筛选 出 特异 抗体 的 
RNA 和 ssDNA 配 基 , 不 仅 可 用 于 系统 性 红斑 狼 郊 的 诊断 ,还 可 用 于 病情 监测 。 相 信和 随 着 SE- 
LEX 技术 的 不 断 完 善 ,许多 很 难 找到 特异 诊断 试剂 的 疾病 可 以 通过 SELEX 技术 完成 。 前 面 讲 
过 的 将 SELEX 技术 用 于 哮喘 病人 血清 中 茶 碱 的 检查 而 排除 具有 类 似 结构 的 咖 味 因 ,可 可 碱 的 
干扰 ,也 是 SETFX 技术 用 于 临床 检验 的 典型 范例 。 
随机 宅 核 苷 酸 文库 几乎 可 以 作用 于 所 有 的 物质 ,对 于 一 些 未 知 的 划分 子 , 如 流行 病 中 的 一 
种 新 的 病毒 蛋白 或 -- 种 新 的 中 毒 介质 ,可 以 不 考虑 其 结构 和 特性 ,直接 用 SELEX 技术 筛选 出 
它 的 特异 配 基 作 为 诊断 试剂 ,或 经 过 改造 用 于 预防 与 治疗 ,这 一 点 在 今后 军事 医学 研究 中 将 会 
有 十 分 重要 的 价值 。 
另外 ,以 同位 案 标 记 特异 寡 核 疹 酸 配 基 作 为 显示 剂 ,还 可 用 于 体内 造影， 以 诊断 局 部 病灶 


二 、Aptamer 在 各 方面 的 应 用 


(一 }Aptamer 在 双 位 点 分 析 中 的 应 用 
双 位 点 分 析 又 叫 夹 心 分 析 , 是 一 种 最 常用 的 诊断 分 析 方法 。 在 分 析 中 被 测 物 被 夹 在 两 个 
配 体 之 间 , 一 个 配 体 用 于 捕获 , 另 一 个 用 于 检测 ,原理 如 图 9 - 5 所 示 。Aptamer 被 成 功用 于 血 
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管内 皮 源 性 生长 因子 (VEGF) 夹心 分 析 , 一 DNA Aptamer 被 用 作 检 测 配 体 ,然后 利用 碱 性 磷酸 
酶 连接 的 抗 荧光 素 抗体 Fab 片段 (商业 化 产品 ) 可 检测 出 5' 端 荧光 素 标 记 的 RNA Aptamer。 在 
这 -分析 中 也 可 以 用 酶 连接 的 Aptamer 代替 酶 连接 的 抗体 Fab 片段 。 这 分析 可 检测 出 血清 
中 的 VECF。 另 一 个 成 功 应 用 的 例子 是 利用 Aptamer 和 抗体 同时 结合 细胞 表面 的 CD4 分 子 , 且 
出 于 两 个 配 体 的 结合 部 位 在 CD4 杆 状 分 子 的 不 同 部 位 , 故 二 者 互 不 影响 。 在 这 两 个 分 析 中 
Aptamer 都 没有 被 固定 在 固 相 载体 上 。Aplamer 被 固定 在 微 球 上 , 可 在 夹心 分 析 中 捕获 靶 蛋 白 
分 子 。 由 此 订 见 ,Aptamer 在 炎 心 分 析 中 即 可 用 作 捕 获 配 体 , 也 可 用 作 检 测 配 体 。 


fate &. 
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图 9-5 R Aptamer 夹心 分 析 法 
注 :在 该 方法 中 ,有 两 个 Aptumers 初级 Aptamer WEERA XL 与 六 分 子 结合 形成 轰 分 子 - Aptamer 复合 物 。 二 级 
Apiamer 一 端 灶 有 恰当 的 报道 分 子 (如 荧光 素 ) ,特异 地 识别 复合 物 。 通 过 检测 报道 分 子 变 化 {如 荧光 ) 情 况 来 检测 加 分 子 的 
水 平 。 


到 | 前 为 止 ,基于 panes 的 夹心 分 析 都 是 用 一 个 抗体 作为 第 二 配 体 ,这 是 由 于 难以 找到 
两 个 结合 位 点 不 同 , 且 结合 位 点 没有 重合 的 Aptamer, 其 原因 是 由 SELEX 过 程 本 身 所 决定 的 。 
标准 的 SELEX 过 程 党 是 为 了 确定 未 和 力 最 高 的 Aptamer, 亲和力 是 整个 过 程 所 追求 的 惟一 目 
tie 车 亲和力 的 强化 达到 了 极限 ,最 后 产生 的 是 亲和力 极 高 的 ,结合 在 最 佳 部 位 的 Aptamer 
如 果 限 制 SELEX 的 过 程 ,也 许可 以 找到 两 个 不 同 结合 部 位 但 亲和力 有 所 下 降 的 Aptamer。 此 
外 也 可 以 改变 策略 来 寻找 结合 部 位 没有 重生 的 Aptamer。 已 经 解 选 出 来 的 Aptamer 可 以 用 做 后 
续 SELEX, 以 找到 不 同 部 位 的 Aptamer, 也 可 以 将 靶 分 子 以 不 同 的 形式 呈现 ,进行 两 次 不 同 的 
SELEX 过 程 ,以 找 出 针对 同一 船 分 子 不 同 表 位 的 不 同 Aptamer。 但 不 用 上 述 技术 也 可 找 出 两 个 
针对 同 -一 分子 不 同 结合 部 位 的 Aptamers Lochrie 筛选 出 了 县 可 结合 HIV 病毒 复合 蛋白 中 壳 包 
核酸 华 握 部 位 又 可 结合 基质 蛋白 部 位 的 Aptamer。 两 类 Aptamer 所 不 竞争 结合 部 位 。Tasset 等 
分 离 出 来 的 结合 人 凝血 酶 的 DNA Aptamer 与 Bock 分 离 出 来 的 凝血 酶 Aptamer 具有 不 同 的 结合 
部 位 ,但 两 个 凝血 酶 Aptamer 的 DNA 序列 有 惊人 的 相似 ,两 个 Aptamer 都 能 适应 凝血 酶 分 子 内 
部 的 - 四 重 结构 ,但 一 个 Aptamer 结 合 在 凝血 酶 的 纤维 蛋白 原 识 别 部 位 , 另 一 个 则 结合 在 凝 
血 酶 的 肝素 识别 部 位 。 如 上 所 述 , 产 生 两 个 Aptamer 的 SELEX 过 程 不 尽 相 同 ,其 中 在 一 个 SE- 
LEX 过 程 中 ,凝血 酶 溶 于 溶液 中 ,以 单 链 DNA 作为 库 来 利 选 ,而 另 一 个 则 将 凝血 酶 固定 在 固 相 
载体 上 ,固定 的 丢 分 子 也 许 将 另 个 结合 位 点 遮掩 了 。Lin 等 用 两 个 不 同 结合 位 点 的 凝血 酶 
Aplamer 设计 的 一 个 纯 Aptamer 夹 心 分 析 实验 取得 了 较 好 的 结果 。 

Aptamer 怎样 与 靶 分子 作用 是 一 个 令 人 感 兴趣 的 研究 领域 ,利用 核磁 共振 光谱 技术 徊 明了 
部 分 Aptamer 与 小 分 子 的 作用 机 制 。 这 些 实验 揭示 : DAptamer 能 折 到 成 独一无二 的 能 容纳 靶 
分 子 的 口袋 形 结构 ;@Aptamer 上 的 一 些 功能 基 团 能 与 邻近 靶 分 子 上 的 对 应 基 团 相互 作用 ;加 
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Aptamer 区 分 分 子 结构 的 能 力 达 到 了 原子 水 平 。 一 些小 分 子 与 其 Aptamer 复合 物 核磁 共振 实验 
表明 ,Aptamer 能 将 小 分 子 完全 包 埋 在 其 形成 的 口袋 中 , 因此 小 的 靶 分 子 就 没有 机 会 再 跟 其 他 
的 第 一 配 体 结合 ,从 而 限制 了 小 分 子 的 第 二 个 Aptamer 的 筛选 。 

另 一 种 实验 对 于 利用 Aptamer 分 析 小 分 子 很 有 价值 , 即 筛选 出 针对 小 分 子 - Aptamer 复合 
物 的 Aptamer。 由 于 核酸 可 相互 作用 ,因此 可 相信 能 分 离 出 针对 靶 分 子 - Aptamer 复合 物 的 Ap- 
tamer。 这 种 Aptamer 对 基于 Aptamer 的 小 分 子 的 夹心 分 析 很 有 帮助 , 故 可 以 完全 不 需要 抗体 进 
行 小 分 子 及 大 分 子 蛋 白 的 分 析 。 在 抗体 分 析 中 这 种 利用 抗体 来 识别 损 分 子 与 抗体 所 形成 的 复 
合 物 的 方法 叫做 “抗体 免疫 复合 物 免 疫 分 析 ”。 该 方法 被 成 功 地 用 于 血清 样本 中 地 高 辛 的 分 
析 ,在 分 析 中 二 抗 被 用 于 特异 识别 地 高 辛 与 第 一 抗体 所 形成 的 复合 物 。 虽 然 这 一 设想 得 到 了 
普遍 认可 ,但 在 实际 分 析 中 存在 困难 ,主要 是 由 于 很 难 分 离 出 针对 小 分 子 - 第 一 抗体 复合 物 的 
第 -抗体 ,筛选 针对 靶 分 子 - Aptamer 复合 物 的 第 二 Aptamer 将 大 大 推动 这 一 分 析 方法 的 应 用 。 

Aptamer 的 高 度 特异 性 在 诊断 分 析 中 必须 仔细 考虑 。Aptamer 能 分 辨 放 分 子 的 细微 结构 的 
变化 ,如 靶 分 子 上 的 甲 基 、 羟 基 , 以 及 尿素 和 股 基 ,对 划分 子 的 手 性 亦 有 很 高 的 分 辨 率 。Ap- 
tamer 的 特异 性 水 平 与 单 克 隆 抗体 相似 。 单 克隆 抗体 已 成 功用 于 这 分 报 分 子 的 细微 差别 ,如 利 
用 单 克隆 免疫 分 析 检 测 糖 基 化 蛋白 以 及 来 源 于 不 同 组 织 的 同 工 酶 。 这 种 高 度 特异 性 的 分 析 也 
可 以 用 Aptamer 完成 。 但 高 度 特异 性 的 单 克隆 抗体 在 分 析 一 些 具有 分 子 多 态 性 的 靶 分 子 如 垂 
体 糖 蛋白 激素 时 遇 到 了 麻烦 ,该 麻烦 在 Aptamer 的 分 析 中 也 可 能 外 到 。 但 这 一 问题 可 用 “ 鸡 尾 
酒 "Aptamer 予 以 克服 。 鸡 尾 酒 Aptamer 能 特异 地 识别 把 分 子 的 变异 ,它们 可 以 很 快 制备 ,特别 
是 利用 全 自动 SELEX 更 容易 。 这 对 于 具有 分 子 变异 性 的 靶 分 子 的 分 析 更 有 实用 价值 。 

酶 的 催化 能 力 常用 来 增强 诊断 分 析 的 敏感 性 。 在 ELISA 分 析 中 ,第 二 抗体 多 与 酶 如 碱 性 磷 
酸 酶 或 辣 根 过 氧化 物 酶 连接 起 来 ,由 酶 催化 产生 信和 号。 在 这 里 虽然 不 讨论 Aptamer 的 催化 特性 ， 
有 利用 这 一 技术 有 人 已 发 现 具有 催化 活性 的 赛 核 苷 酸 。 在 将 来 可 能 会 采用 具有 催化 活性 的 赛 核 
第 酸 来 产生 信号 (图 9 - 6) ,从 而 将 蛋白 质 挤 出 舞台 。 最 近 , Wilson 等 分 离 出 了 一 种 结合 磺 酸 化 罗 
丹 明 获 光 球 的 Aptamer, 作 者 发 现 这 种 Aptamer 能 使 荧光 球 中 的 物质 发 生气 化 而 产生 荧光 ,虽然 其 
化 能 力 较 弱 , 但 可 进一步 优化 Aptamer 以 达到 最 佳 的 催化 效力 ,利于 诊断 分 析 。 
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注 :Aptamer T RERNE RERNE, RHH (AJERIH dihydrotetramethylrosamine 在 催化 DNA Aptamer 作用 下 ， 
产生 telumethylrosamine ,后 者 含有 z- HF Rt, PRAGA THEI. (BRE Aptamer 在 体外 诊断 中 应 用 的 延伸 。 该 方法 类 似 
ELISA 法 。 在 双 位 点 结合 分 析 中 ,催化 Aptamer 为 二 级 配 体 。 一 级 配 体 与 催化 Aptamer 结合 ,后 者 催化 荧光 发 生物 产生 荧光 。 


(=) Aptamer 在 流 式 细胞 分 析 中 的 应 用 

流 式 细胞 技术 是 一 种 强 有 力 的 分 析 工具 ,能 分 析 单个 细胞 或 细微 颗粒 的 多 个 参数 。 现 在 
该 技术 已 广泛 用 于 基础 研究 和 临床 诊断 。 诊 断 分 析 建立 在 能 结合 配 体 或 待 测 分 子 的 微 球 颗粒 
上 ,由 于 其 根据 微 球 颜色 和 大 小 进行 区 分 , 故 流 式 细胞 技术 已 成 为 一 项 颇具 吸引 力 的 分 析 平 
人 台 。 装 备 有 先进 信号 处 理 软 件 的 流 式 细胞 仪 能 在 几 秘 钟 内 检测 几 千 个 颗粒 中 含有 的 微量 物 
质 。 若 在 带 有 荧光 染料 的 微 球 上 连接 一 定 的 配 体 , 如 抗体 或 核酸 , 则 能 在 流 式 细胞 仪 上 进行 多 
参数 分 析 。 

目前 ,已 利用 流 式 细胞 仪 和 特异 的 Aptamer 来 分 析 微 球 或 细胞 表面 的 某 种 特异 蛋白 。 例 
如 ,将 人 类 嗜 中 性 弹性 蛋白 酶 (HNE)DNA Aptamer 与 荧光 素 连 接 起 来 ,可 取得 比 单 克隆 抗体 更 
强 的 信和 号。 利用 2 - IENE Aptamer 可 检测 人 类 细胞 上 的 CD4 表达 情况 。 也 可 将 抗体 与 Ap- 
tamer 结合 起 来 ,同时 分 析 细 胞 表面 多 个 靶 蛋 白 分 子 。 

利用 荧光 素 标记 的 前 切 DNA Aptamer 成 功 地 检测 了 细胞 表面 的 炎症 素 。 针 对 炎症 素 的 
Aptamer 能 粘 附 在 白细胞 和 中 性 粒 细胞 上 ,利用 Aptamer 的 流 式 细胞 分 析 结 果 与 单 克隆 抗体 的 
分 析 结 果 十 分 相似 。 加 入 未 标记 的 Aptamer 能 完全 抑制 中 性 粒 细胞 粘 附 的 标 有 荧光 素 的 Ap- 
tamer, 但 仅 能 部 分 阻 断 抗 炎症 素 单 克 隆 抗 体 与 中 性 粒 细胞 结合 。 一 种 能 结合 P 炎症 素 的 Ap- 
tamer 也 分 离 了 出 来 ,是 一 种 RNA Aptamer, 能 结合 在 表达 了 炎症 素 的 血小板 上 。 

LG 抗体 是 双 价 的 ,而 典型 的 Aptamer 是 单价 的 。 为 研究 双 价 Aptamer 的 行为 ,合成 了 双 价 
Aptamer 并 利用 流 式 细胞 仪 研究 其 特性 :二 聚 性 。Aptamer 可 通过 固 相 化 学 合成 对 称 的 二 价 Ap- 
tamer, 二 价 Aptamer 的 亲和力 是 单价 Aptamer 的 10 倍 以 上 。 二 聚 化 以 后 的 工 炎症 素 Aptamer 的 
亲和力 是 单价 Aptamer 的 20 倍 。 双 价 Aptamer 的 离 解 率 仅 为 单价 Aptamer 的 1/10。 双 价 Ap- 
tamer 在 细胞 表面 的 半衰期 长 于 双 价 抗体 一 倍 以 上 。 由 些 可见 Aptamer 的 性 能 可 不 断 提升 。 

Aptamer 的 流 式 分 析 提示 了 一 些 有 趣 的 现象 。 连 接 有 菊 光 球 ,或 欧 光 素 ,甚至 结构 巨大 的 
蛋白 如 分 子 量 达 240 KD 的 藻 红 素 的 Aptamer 仍 保留 很 好 的 结合 特性 ,这 说 明 Aptamer 能 容纳 
各 种 各 样 的 报道 分 子 ,以 适应 诊断 分 析 的 需要 。 可 选择 最 佳 的 报道 分 子 以 得 到 最 大 的 信和 号 强 
度 。Aptamer 既 可 完全 替代 抗体 也 可 与 抗体 联合 使 用 ,产生 双 价 Aptamer, 甚 至 多 价 Aptamer, 这 
种 方法 十 分 方便 , 且 可 大 大 提高 Aptamer 的 特性 。 由 于 抗体 存在 Fe 片段 ,而 有 些 细 胞 上 又 有 
Fe 受 体 ,因此 影响 了 抗体 在 某 些 细胞 中 的 应 用 ,而 Aptamer 在 这 方面 有 更 多 的 优势 。 

(=) Aptamer 在 传感器 中 的 应 用 

有 时 需要 在 很 短 的 时 间 内 完成 分 析 , 其 至 做 到 实时 分 析 。 基 于 分 子 识别 的 传感器 能 满足 
这 一 需要 ,理想 的 亲 和 传 感 器 应 满足 以 于 3 个 条 件 :@ 在 传 感 分 析 中 无 须 另 加 试剂 ;@ 在 很 短 
的 时 间 内 检测 出 所 需 浓度 范围 的 待 测 物质 ;@@ 能 多 次 重复 使 用 。 

抗体 免疫 传感器 是 免疫 分 析 的 另 一 种 形式 ,在 免疫 传感器 中 抗体 被 固定 在 传感器 的 表面 
与 待 测 物质 结合 。 免 疫 传感器 的 一 个 重要 缺陷 是 表面 抗体 的 再 生 能 力 较 差 ,需要 较 温和 的 条 
件 来 保持 抗体 的 活性 。 虽 然 免 疫 传感器 可 多 次 使 用 ,但 抗体 的 失 活 不 可 和 避免。 而 基于 Aptamer 
的 传感器 则 有 很 多 优点 ,首先 是 Aptamer 的 再 生 能 力 。 由 于 Aptamer 是 核酸 , 它 能 反复 变性 和 
复 性 ,可 用 许多 方法 对 Aptamer 进行 再 生 , 如 加 热 ,改变 盐 的 浓度 ,改变 pH BRAM A RES HE 
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端的 条 件 也 不 会 破坏 Aptamer( 但 极端 的 pH 应 避免 ,以 免 Aptamer 被 水 解 )。 再 者 ,Aptamer 容易 
被 修饰 ,便于 固定 在 传感器 的 敏感 膜 上。 将 核酸 固定 在 不 同 表面 的 方法 已 经 十 分 成 熟 ,操作 简 
便 且 重复 性 很 好 。 在 Aptamer 的 化 学 人 台 成 中 可 以 加 上 一 个 连接 劈 , 可 精确 地 将 Aptamer 按 所 需 
的 密度 固定 在 表面 。Aptamer 的 第 三 个 优点 是 能 标记 各 类 报道 分 子 ,因此 可 以 设计 多 种 检测 方 
法 ,将 荧光 球 附着 在 Aptamer 上 , 当 Aptamer 与 著 分 子 结合 时 ,荧光 球 的 荧光 特性 将 会 改变 。 下 
面 将 具体 讨论 这 一 特性 的 应 用 。SELEX 技术 的 另 一 个 重要 优点 是 可 以 通过 改变 SELEX 过 程 
中 的 条 件 而 改变 Aptamer 的 特性 ,例如 ,从 含有 荧光 球 修饰 的 随机 赛 核 苷 酸 库 中 能 筛选 出 具有 
特殊 荧光 特性 的 Aptamer, 这 种 Aptamer 可 应 用 于 传感器 上 。 

最 近 ,Aptamer 已 被 应 用 于 多 种 亲 和 传 感 器 。 如 将 生物 素 化 的 能 识别 工 - 腺 苷 的 RNA Ap- 
tamer 固定 在 链 菌 蛋 白 索 全 生物 的 光纤 表面 制 成 传感器 上 ,固定 后 的 Aptamer 的 结合 特性 与 深 
液 中 的 结合 特性 一 致 。 该 传感器 具有 很 高 的 手 性 分 辩 率 , 它 对 工 - 腺 苷 的 亲和力 是 R- BRE 
的 1 700 倍 。 利 用 识别 凝血 酶 的 Aptamer 构建 了 检测 凝血 酶 的 消失 波 荧光 异 向 性 传感器 ,4p- 
tamer 的 5" 端 用 荧光 素 标记 ,3' 端 用 烷 基 氨 标 记 以 便 附 着 在 玻璃 表面 ,该 传感器 的 优点 是 不 需 
对 待 测 靶 分 子 进 行 标 记 , 因 此 可 用 于 体内 测量 ,此 传感器 具有 很 高 的 特异 性 , 它 仅 对 凝血 酶 有 
响应 ,而 对 待 测 溶液 中 的 胰 肽 酶 没有 响应 ,而 杂乱 的 DNA 用 荧光 索 标 记 后 固定 在 传感器 表面 
对 凝血 酶 也 没有 响应 ,说明 该 传感器 是 在 Aptamer 与 靶 分 子 特异 性 结合 的 基础 上 响应 的 , 它 有 
很 好 的 重复 性 。 将 表面 的 Aptamer 变性 后 即 可 将 已 结合 的 凝血 酶 去 除 ,可 使 传感器 重复 使 用 。 
SUR FLAT Aptamer 在 传感器 方面 的 应 用 仍 十 分 有 限 , 但 Aptamer 在 亲 和 传 感 器 的 应 用 方面 有 巨 
大 潜力 。 

另 一 个 尚未 探索 的 Aptamer 在 传感器 方面 的 应 用 是 Aptamer 结合 的 电化 学 检测 。 由 于 Ap- 
tamer 是 多 聚 阴离子 , 当 与 丢 分 子 结合 后 ,其 导电 性 将 发 生 改变 ,电荷 在 核酸 双 螺旋 中 的 转移 规 
律 是 一 个 热门 的 研究 领域 , 员 然 这 一 研究 仍 处 于 起 步 阶段 ,但 具有 巨大 的 应 用 潜力 。 目 前 电荷 
转移 仅 限 十 纯 的 DNA 范围 内 ,但 不 久 将 会 研究 DNA 与 其 他 分 子 相互 作用 时 的 电子 转移 规律 。 
Aptamer 的 应 用 也 将 随 着 新 发 现 的 诞生 而 进一步 扩大 。 

(四 )Aptamer 在 荧光 偏振 分 析 中 的 应 用 

荧光 偏振 分 析 常 被 用 来 分 析 小 分 子 物质 ,如 类 固 醇 物质 。 在 竞争 分 析 中 标记 的 类 固 醇 与 
待 测 类 夺 醇 共同 竞争 抗体 ,荧光 偏振 (FP) 的 变化 直接 反映 了 标记 分 子 与 抗体 的 结合 状态 , 待 
测 的 未 标记 的 分 子 与 抗体 结合 使 FP 信号 减弱 。 竞 争 分 析 快速 简便 , 且 有 较 好 的 重复 性 。 

但 竞争 分 析 存 在 一 些 缺 陷 , 如 灵敏 度 不 够 高 , 且 动 力学 范围 较 窜 ,需要 精确 控制 试剂 的 用 
其。 杭 体 的 固有 特性 决定 了 抗体 的 荧光 偏振 分 析 必 震 采 用 竞争 分 析 法 。 结 构 较 大 的 抗体 分 子 
在 溶液 中 的 旋光 较 慢 ,因此 抗体 旋光 率 的 变化 不 能 明显 反映 与 小 分 子 的 结合 情况 ,因此 ,荧光 
标记 的 抗体 与 丢 分 子 结合 后 其 FP 信息 变化 很 小 甚至 检测 不 到 。 此 外 均匀 的 荧光 标记 的 抗体 
制备 也 比较 困难。 而 Aptamer 的 情况 则 不 一 样 , 基 于 Aptamer 的 荧光 偏振 分 析 ({ 如 图 9 -7), 荧 
光 素 可 标记 在 Aptamer 的 尾部 ,而 不 必 标 记 轰 分 子 , 因 面 可 采用 非 帝 争 分 析 。 荧 光标 记 的 Ap- 
tamer 在 二 分 析 中 可 有 2 种 形式 :QD 由 于 Aptamer 的 分 子 较 小 ,只 有 抗体 分 子 的 1710, 因 此 ,其 
旋光 率 变 化 较 快 ,因而 FP 信号 变化 较 大 ;@ 核 磁 共 振 试 验 结果 显示 Aptamer 结合 小 的 靶 分 子 
后 会 产生 构 像 变化 ,也 会 有 旋光 率 的 变化 。 
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图 9-7 利用 抗体 (A) 和 Aptamer(B) 进 行 荧光 偏振 分 析 检测 小 分 子 
内: 小 分 子 与 另 一 标 有 荧光 素 的 分 子 结合 ,产生 旋光 率 变化 ,旋光 率 变化 与 菊 光 偏振 ( FP) 的 变化 直接 相关 。(A) 用 大 量 
菊 光 素 标记 的 抗体 进行 非 竞 争 性 (NC) 同 质 物 分 析 是 不 可 行 的 。 因 为 荧光 素 标记 的 抗体 很 大 , 与 小 邦 分 子 结合 后 ,其 旋光 玫 
变化 不 明显 , 故 不 易 检测 其 变化 。 在 竞争 性 (C) 分 析 中 ,将 丰 分 子 进行 荧光 标记 ,其 与 非 标记 的 抗体 结合 ,由 于 抗体 很 大 , 故 
旋光 率 变化 很 显著 。 
(B) 与 抗体 相 比较 ,Aptamer 两 种 情况 都 适用 。 非 竞争 性 分 析 中 ,Aptamer 较 小 ( 约 为 抗体 的 1/10) ,与 靶 分 子 相互 作用 时 ， 
可 产生 显著 的 荧光 偏振 变化 。 


利用 荧光 标记 识别 HNE 的 DNA Aptamer 对 HNE 进行 荧光 偏振 分 析 取 得 了 较 好 的 结果 。 
如 图 9- 8 所 示 , 当 标记 的 Aptamer 与 HNE 结合 后 ,FP 信号 有 明显 的 变化 ,而 加 入 较 高 浓度 的 
非特 异性 人 血清 白 蛋 白 的 FP 信号 变化 则 不 明显 ,说 明 可 利用 荧光 标记 的 Aptamer 进行 非 竞争 
性 的 荧光 偏振 分 析 ; 利 用 识别 氨基 糖 武 类 抗生素 的 Aptamer 进行 竞争 性 荧光 偏振 分 析 显 示 了 
Aptamer 与 氨基 糖 武 类 抗生素 的 特异 结合 ;利用 荧光 素 标记 的 凝血 酶 Aptamer 构建 凝血 酶 生物 
传感器 , 当 传 感 器 表面 有 凝血 酶 时 ,由 消失 波 激发 的 荧光 偏振 就 会 发 生 改 变 。 凝 血 酶 生物 传 感 
器 在 140 pL 的 样本 中 可 检测 0.7 ~ 700 amoles 的 凝血 酶 。 与 凝血 酶 分 析 相 比 , 基 于 Aptamer 的 
HNE 分 析 是 在 溶液 中 进行 。 当 Aptamer 与 技 分 子 结合 时 ,标记 在 Aptamer 分 子 上 或 标记 在 靶 分 
子 上 的 荧光 素 的 荧光 特性 都 会 改变 ,这 对 Aptamer 在 荧光 分 析 中 的 应 用 十 分 有 用 。 实 际 上 , 识 
别 黄 素 蛋白 的 Aptamer 能 济 灭 靶 分 子 的 荧光 ,因此 Aptamer 能 用 于 本 身 有 荧光 特性 的 靶 分 子 的 
分 析 。 

(五 )Aptamer 与 分 子 灯 塔 的 结合 

最 近 , 一 种 叫 分 子 灯塔 的 荧光 基因 探 针 用 于 同 源 核酸 序列 的 检测 。 分 子 灯塔 是 一 个 发 卡 
状 探 针 ,在 其 一 端 标 有 荧光 素 ,而 在 另 一 端 则 标 有 荧光 淳 灭 基 团 , 如 图 9- 9 所 示 。 当 分 子 灯塔 
折 春 成 发 卡 状 时 ,荧光 基 团 所 发 出 的 荧光 将 被 淳 灭 基 团 所 淳 灭 。 发 卡 状 灯塔 分 子 的 核 苷 酸 序 
列 设 计 成 与 靶 序 列 互补 , 靶 分 子 与 灯塔 分 子 杂交 后 , 环 状 结构 打开 , 深 灭 基 团 被 移 开 , 原 来 没有 
获 光 发 射 的 灯塔 分 子 将 发 射 荧光 。 利 用 分 子 灯塔 检测 了 致 病 相关 的 核 苷 酸 序列 。 到 目前 为 
止 ,灯塔 分 子 主要 用 于 检测 核酸 。 因 为 尚 无 与 灯塔 分 子 特异 结合 的 非 核 酸 革 分子 ,如 蛋白 靶 分 
Fe 
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图 9-8 利用 Aptamer 荧光 偏振 分 析 检 测 HNE 
注 : 丰 图 为 荣光 素 子 你 记 的 Aptamer 结 构 。 左 图 为 菊 光 标记 的 Aptamer 与 血清 球 蛋 白 或 HNE TEMPE MAR HI PT HE 
白 浓 度 与 英 光 极 性 的 变化 情况 。 
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图 9-9 基于 Aptamer 的 分 子 灯 标 
(A) 用 于 检测 特异 同 源 核 苷 酸 序列 的 分 子 灯塔 。(B) 配 体 灯塔 指 能 够 与 Aptamer 相连 产生 荧光 的 分 子 灯塔 。 图 中 黑色 
环 为 识别 Apuaner 靶 位 点 区 的 序列 。 配 体 灯 塔 与 Aptamer 结 合 ,产生 荧光 。(C) 与 和 蛋白 分 子 结合 的 Aptamer 不 能 青 与 配 体 灯 
塔 结合 。 因 此 , 当 臣 重 白 过 量 时 , 配 体 灯 塔 由 于 不 能 和 Aptamer 结 合 , 故 灯塔 不 亮 。(D) 用 分 子 灯塔 法 分 析 缀 分 子 衫 度 ; 当 破 
分 子 浓度 极 低 时 ,所 有 Aptamer 与 配 体 灯塔 结合 ,产生 很 强 荧光 ;当先 分 子 浓度 极 高 时 ,所 有 Aptamer 都 与 对 分 子 结合 , 配 体 灯 
塔 无 法 与 Aptamer if ,不 产生 荧光 ;当先 分 子 浓度 在 二 者 之 间 时 ,荧光 强度 与 和 分 子 浓度 成 反比 。 
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Aptamer 既 能 与 核酸 分 子 相互 作用 ,也 能 与 非 核酸 分 子 作用 ,因此 可 以 利用 Aptamer 将 核酸 
灯塔 分 子 与 非 核酸 分 子 连接 起 来 ,建立 灯塔 分 子 与 非 核酸 靶 分 子 之 间 的 桥 粱 。 与 Aptamer 相 
蕊 作用 的 分 子 灯 增 也 虽 配 体 基 塔 。 配 体 籽 塔 的 环 状 序列 与 Aptamer 的 部 分 序列 互补 。Aptamer 
的 碧 补 序 询 仅 在 没有 贰 分 子 的 状态 下 才能 与 灯塔 分 子 的 环 状 序 列 杂交 。 当 靶 分 子 存 在 时 , 配 
体 灯塔 不 能 与 Aptamer 杂交 ,利用 这 一 原理 可 设计 基于 Aptamer 和 配 体 灯塔 的 竞争 分 析 , 该 分 
入 既 古 分 析 绥 冲 滚 中 节 分 子 , 也 可 分 析 血 浆 中 的 靶 分 子 , 具 有 广阔 的 应 用 前 景 。 

同时 分 析 多 个 物质 的 分 析 方 法 具有 很 多 优点 ,利用 多 个 分 子 灯塔 ,每 个 灯塔 分 子 连接 上 一 
个 不 丙 的 荧光 物质 ,每 个 荧光 物质 发 出 不 同 波长 的 荧光 ,这 样 可 以 分 析 多 个 核 苷 酸 靶 序列 。 该 
方法 也 咯 用 于 具体 灯塔 ,可 在 同一 试管 中 同时 分 析 多 个 非 核酸 靶 分 子 。 但 不 同 的 是 它 利用 体 
积 较 大 的 荧光 小 珠 ,以 便 进 行 流 式 细胞 分 析 。 利 用 流 式 细胞 平台 可 同时 分 析 多 个 蛋白 质 组 分 ， 
这 一 技术 也 叫 国 相配 体 灯 塔 分 析 。 由 于 荧光 物质 在 固 相 小 珠 上 ,而 不 在 液 相 中 ,不 需要 配 体 灯 
塔 中 的 淳 灭 基 团 ,使 整个 系统 更 简便 。 

在 这 -分 析 中 配 体 灯塔 取代 了 与 Aptamer 非特 异 作 用 的 分 子 , 大 大 提高 了 分 析 的 特异 性 。 
此 外 , 配 体 灯塔 也 可 能 干扰 特异 的 Aptamer - 靶 分 子 结合 ,特别 是 当 Aptamer 与 地 分 子 的 作用 变 
能 时 显得 尤为 突出 ,因此 那些 与 划 分 了 有 较 低 离 解 率 的 靶 分 子 特别 适合 于 配 体 灯 塔 分 析 。 光 
交 联 Aptamer 能 在 靶 分 子 与 Aptamer 分 子 之 间 形 成 共 价 结合 ,有 利于 配 体 灯塔 分 析 。 显 然 配 体 
灯塔 分 析 所 提供 的 这 种 独 .无 二 的 分 析 方 法 是 抗体 无 法 某 代 的 。 

(六 )Abtamer 在 毛细 管 电泳 中 的 应 用 

毛细 管 电泳 (CE) 与 普通 电泳 原理 一 样 ,但 是 在 毛细 管内 进行 的 。 该 方法 具有 很 多 优点 : 
快速 .样本 体积 小 .适合 于 自 动 化 操作 、 灵 敏 度 高 .可 进行 多 成 分 或 多 参数 分 析 、 在 CE 中 组 分 
的 分 离 很 快 ,并 可 进行 在 线 检 测 。 传 统 的 电泳 需要 专门 的 检测 手段 ,而 CE 将 分 离 和 检测 结合 
了 起 来 。 现 在 CE 也 被 用 于 免疫 分 析 。 抗 原 - 抗体 复合 物 在 电场 的 作用 下 ,在 溶液 中 进行 分 
离 ,竞争 性 的 和 非 竞 争 性 的 免疫 分 析 都 在 CE 上 完成 。 在 竞争 分 析 中 未 标记 的 待 测 靶 分 子 与 
荧光 标记 靶 分 子 共同 竞争 定量 的 抗体 分 子 ,而 在 非 竞争 分 析 中 过 量 的 标记 的 抗体 与 靶 分 子 结 
合 。 如 前 所 述 ,竞争 性 分 析 有 许多 缺陷 ,而 只 要 条 件 许可 我 们 一 般 采 用 非 竞 争 性 分 析 。 但 在 实 
际 操作 过 程 中 , 非 竞争 性 分 析 在 CE 中 存在 许多 问题 , 当 待 测 分 子 很 小 时 ,很 难 将 游离 的 标记 
抗体 与 标记 抗体 - 半分 子 复合 物 分 离开 ,很 多 抗体 具有 同样 的 电泳 特性 ,这 可 能 与 抗体 蛋白 的 
糖 基 化 有 关 。 此 外 问 一 抗体 在 标记 后 的 均一 性 将 有 所 改变 ,使 同一 标记 抗体 的 电泳 特性 不 同 。 

利用 Aptamer 进行 亲 和 探 针 CE 可 克服 抗体 的 上 述 缺 陷 。 利 用 特异 识别 人 gE 的 DNA Ap- 
tamer 进行 亲 和 探 针 CE 很 容易 将 IgE 分 离 并 闪 测 出 来 , 且 加 入 其 他 血液 成 分 对 分 析 没 有 影响 。 
利用 硝酸 纤维 滤 膜 技术 证 明 , 奖 光标 记 的 Aptamer 的 离 解 常数 要 高 于 未 标记 的 Aptamer 6 倍 。 
虽然 标记 Aptamer 的 亲和力 可 办 标记 荧光 球面 减弱 ,但 最 主要 的 原因 是 由 于 电场 的 作用 使 Ap- 
tamer 与 靶 分 子 分 离 。 亲 和 力 较 差 的 凝血 酶 Aptamer 也 成 功 地 应 用 于 亲 和 探 针 CE。 

Aplamer 只 有 一 致 的 电荷/ 质量 比率 , 因 其 电泳 行为 可 预测 。 当 Aptamer 与 划分 子 结合 时 会 
发 生 结构 改变 ,同时 质量 亦 发 生变 化 ,因此 其 电泳 特性 也 发 生 了 改变 。 由 于 Aptamer 的 带电 特 
性 ,在 其 与 得 分 子 结合 时 ,电势 变化 十 分 敏感 。Aptamer 技术 的 优点 是 可 根据 需要 衍 选 相应 特 
性 的 Aptamer, 例 如 ,选择 条 件 和 分 离 方 法 可 根据 需要 确定 ;可 给 予 一 定 的 电场 。 另 一 方面 , CE 
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也 可 作为 SELEX 过 程 中 的 分 离 方 法 ,这 样 得 到 的 Aptamer 更 适合 于 亲 和 CE。 但 有 趣 的 是 Ap- 
tamer 已 被 成 功 地 用 于 CE, 而 没有 利用 CE 来 分 离 Aptamer。 

(七 )Aptamer 作为 分 子 开关 

Aptamer 的 固有 特性 是 可 通过 改变 环境 因素 反复 进行 变性 和 复 性 ,该 特性 在 蛋白 质 中 是 不 
存在 的 ,除非 这 种 蛋白 质 来 源 于 耐 热 微生物 。 这 一 特性 使 Aptamer 能 在 一 定 条 件 下 作为 分 子 
开关 来 使 用 。 原 理 如 图 9 - 10 所 示 。Aptamer 与 其 他 核酸 序列 的 区 别 在 于 它 能 折 彼 成 一 个 特 
定 的 口袋 结构 与 靶 分 子 结合 ,而 该 结合 对 环境 因素 如 pH 歼 合 离子 、 脱 水 等 的 变化 十 分 敏感 ， 
使 Aptamer 与 对 分 子 的 结合 能 对 上 述 因素 作出 反应 , 因此 可 根据 需要 选择 上 述 因 素 的 适当 条 件 。 


A 
变性 


低温 时 高 温 时 


功能 性 = Fak 
Aptamer  [~2 0 


1.3 nmol/L 
9.1 nmol/L 


仅 引物 
© 无 Aptamer 


3456789 


图 9- 10 Aptamer 分 子 开关 及 其 应 用 
(A) Aptamer 变性 、 复 性 可 逆转 换 的 示意 图 及 影响 因素 。Aptamer 的 变性 复 性 与 外 界 环境 因素 有 关 , 这 一 特性 ,可 使 它 成 
为 磋 受 外 界 刺 激 的 传 感 分 子 。 
(8B) 温度 敏感 Aptamer 原 位 热 启动 的 PCR 示意 图 。 通 过 建立 恰当 的 热 启 动 条 件 ,可 建立 温度 敏感 开关 ,提高 了 PCR 诊断 
的 效率 .灵敏度 和 特异 性 。 辛 选 出 低温 条 件 下 与 Tad DNA 聚合 酶 有 高 亲和力 的 Aptamer。 将 其 加 入 PCR 反应 体系 。 在 低温 
时 ,Aptamer 与 Tag 酶 结合 ,影响 Taq 酶 活性 ,阻止 低温 时 引物 的 非特 异性 扩 增 。 温 度 升 高 时 , Aptamer 变性 ,与 Toq 酶 分 离 , 酶 
活性 恢复 ,进行 核酸 聚合 。 
(C) 温 度 敏感 Aptamer 原 位 热 启动 的 PCR 实例 。 扩 增 人 上 -~ mu 基因 的 一 个 片段 ,长 104 bpo FL 1 是 未 加 模板 的 阴性 对 
照 。 孔 2 不 加 Aptamer。3~9 孔 分 别 加 入 了 29 ng 从 人 胎盘 中 提出 的 DNA 模板 。 低 温 Aptamer 浓度 由 左 至 右 依次 增加 一 信 ， 
孔 3 为 1.3 nmol/L., 孔 9 为 9.1 nmol/L。 下 图 为 3% 琼 腾 糖 电 泳 结果 。 箭 头 所 示 为 目的 条 带 。 由 图 可 得 出 ,目的 条 带 的 特异 
扩 增 需要 适当 的 Aptamer 浓度 。 浓度 过 高 ,完全 抑制 了 酶 的 活性 ;浓度 过 低 , 产 生 非特 异性 扩 增 条 带 , 均 不 能 产生 理想 的 扩 
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Romig 等 利用 Aptamer 进行 了 亲 和 色 谱 分 离 。 其 主要 是 


tamer 国定 在 固 相 载体 上 ,产生 了 一 种 Aptamer 亲 和 基 质 
然后 用 EDTA 进行 尝 脱 , 这 与 免疫 亲 和 色 谱 | 分 相似 。 
一 点 它 要 优 竹 抗体 。 

在 临床 诊断 特别 在 PCR 诊断 中 排除 污染 具有 特别 各 
样本 管 就 必须 密闭 以 免 污 染 ,如果 能 对 试剂 进行 “ 开 、 关 ” 


异 序列 中 放大 拷贝 数 极 少 的 待 测序 列 常 常会 导致 一 些 3 


尾 某 金属 离子 依赖 的 炎症 素 DNA Ap- 
,该 基质 可 用 于 分 离 炎 证 素 融合 蛋白 ， 
只 是 将 抗体 换 成 了 Aptamer, 但 这 种 基 


要 的 意义 。 在 PCR 中 一 旦 加 入 试剂 ， 
"控制 将 具有 重要 意义 。 在 大 量 的 非特 
E 目 标 靶 序列 的 放大 , 非 目 标 靶 序列 的 


放大 将 降低 POR 的 灵敏 度 , 昌 造成 假 阳性 。 这 种 非特 异性 放大 的 原因 在 于 退火 时 DNA RAN 
的 非特 异性 作用 ,而 非特 异性 引物 退火 发 生 在 特异 性 退火 最 佳 温度 之 下 。 

热 启动 PCR 是 -… 种 有 效 的 提高 特异 性 的 方法 , 它 是 在 严格 的 退火 温度 达到 最 佳 时 才 加 入 
扩 增 的 必须 试剂 。 虽然 热 启动 PCR 能 提高 灵敏 度 和 特异 性 ,但 增加 了 污染 的 可 能 性 , 且 操 作 
复杂 ,特别 是 对 大 量 样 本 更 加 困难 。 现 发 明 一 种 “ 原 位 热 启 动 “方法 ,该 方法 就 是 在 较 低温 度 下 
使 Taq 多 来 酶 素 失 活性 ,在 较 高 温度 下 被 激活 。 一 种 能 中 和 多 到 酶 活性 的 单 克隆 抗体 被 用 于 
床位 热 启动 PCR ,在 低温 下 抗体 具有 中 和 能 力 ,而 高 温 下 抗体 被 永久 变性 ,丧失 中 和 能 力 ,而 多 
聚 酶 被 激活 。 虽 然 这 种 单 克 隆 抗 体能 提高 PCR 的 灵敏 度 和 特异 性 ,但 对 RNA 靶 分 子 的 放大 则 
不 适合 ,这 是 由 于 启动 多 聚 酶 的 温度 不 适合 于 RNA ,在 高 温 下 RNA 会 降解 。RNA 的 PCR 对 致 
病 病毒 的 检测 具有 重要 意义 , 旦 具有 所 大 的 商业 价值 。RNA 的 放大 需要 先 利用 反 转 录 将 RNA 
转变 成 EDNA。 而 反 转 录 的 启动 需要 在 较 低 温度 (40 ~ 50 C) FTT o 

Aptamer 能 选择 性 的 结合 Tag 酶 , 且 亲 和 力 很 高 (Ks 值 为 30~ 50 pmol/L) , 当 温 度 低 于 40 C 
时 ,Aptamer 与 Taq 酶 结合 时 , Aptamer 能 抑制 酶 活性 ,因此 Aptamer 可 用 于 原 位 热 启动 PCR. 
Aptamer 对 酶 活性 的 抑制 是 可 逆 的 。 而 且 Taq EREK Aptamer 能 结合 从 Thermus 属 菌 分 离 出 
来 的 多 聚 酶 ,而 不 结合 其 他 耐 热 微生物 分 离 出 来 的 多 聚 酶 。 因 此 ,这 种 Aptamer 能 抑制 Th 


DNA FR, FHF RNA 的 原 位 热 启动 PCR。 


Taq SREB Taq ZR BEA) Stoffel 片段 ,Tth EREHE 3 种 常用 的 PCR 酶 ,Tih ERRATA 
SERNA, Tag 多 聚 酶 是 最 常用 的 PCR BE, Stoffel 片段 对 热 更 加 稳定 , 主要 区 分 错 配 延伸 ,Stoffel 


片段 的 这 些 特 竹 使 其 在 多 重 PCR, 特 异 引 物 PCR, 稀 有 序列 PCR 中 有 独特 的 应 用 。 两 种 来 源 于 


不 同 序列 库 剪 切 的 Taq BS Aptamer 对 3 种 多 聚 酶 具有 不 同 的 特异 性 ,两 种 Aptamer 的 杂交 二 聚 


体 对 单个 多 聚 酶 都 有 抑制 活性 ,犹如 双 特 异性 抗体 。 两 种 不 


同 功 能 的 Aptamer 能 结合 起 来 形 


成 并 功能 Aptamer, 这 种 双 功 能 Aptamer 用 在 原 位 热 启 动 PCR 中 能 控制 3 种 酶 的 活性 。Aptamer 
的 作用 能 够 在 40 护 以 上 " 关 掉 ”"。Aptamer 的 多 种 用 途 能 使 其 成 为 温度 敏感 的 分 于 开关 。 

筛选 库 的 化 学 修饰 有 利于 分 离 出 环境 敏感 的 Aptamer。 例 如 含有 离子 基 团 的 库 有 利于 锰 
选 对 盐 敏 感 的 Aptamer, 含 有 金属 整合 基 团 的 库 有 利于 筛选 金属 离子 敏感 的 Aptamer。 利 用 不 
局 的 库 可 以 筛选 出 两 种 不 同 的 针对 同一 舰 分 子 HNE 蛋白 的 Aptamers WIA Aptamer 采用 相同 
AOD YET We RE, — RA AREE RNA E, 一 个 采用 单 链 DNA 库 。 含 2' 筑 基 哮 院 的 
RNA Aptamer 对 pH 十 分 敏感 ,特别 是 在 氨基 的 pKa(pH 6.2) 处 更 为 敏感 ,而 这 种 亲和力 的 pH 
依赖 性 在 单 链 DNA Aptamer 不 明显 。 含 2 倘 基 嗜 啶 的 Aptamer 能 对 pH 响应 ,因此 它 可 作为 pH 


敏感 的 分 子 开关 ,如 图 9- 11。 
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9-11 pH 敏感 的 Aptamer 及 其 特性 
图 为 HNE 与 两 种 Aptamer 87248 'y pH ATMS. Aptamer — FH DAOR), 3b — A 2 - Nb 的 RNAC@ ET 
包 )。 尽 管 两 种 Aptamer 与 HNE 相 结合 的 条 件 相同 ,但 含有 2' - NH, 的 RNA Aptamer 比 DNA Aptamer 对 pH 值 的 变化 更 敏感 。 


JOURN BEER LH EAR 

检测 靶 蛋 白 的 一 种 简单 方法 是 利用 疏水 或 亲 水 作用 将 蛋白 质 固定 在 膜 上 。 蛋 白质 一 旦 被 
国定 在 回 相 基 质 上 ,就 能 被 祭 记 有 报道 分 子 的 配 体 愉 测 出 来 ,当然 还 需要 严 恪 的 冲洗 以 消除 非 
特异 性 结合 带 来 的 背景 干扰 。 在 Northem blotting 和 Southem blotting SRA IRIE F HE 
探 针 被 用 于 检测 固定 在 膜 上 的 RNA 和 DNA, 在 Western blotting 中 被 固定 在 膜 上 的 蛋白 质 被 标 
有 报道 分 子 的 抗体 检测 。 由 于 Aptamer 能 特异 ,高 亲和力 结合 蛋白 质 , 因此 可 用 标 有 报道 分 子 
HPT EER LOE ASF, MS Eastern blotting”, 7 T blotting 的 全 
部 命名 。 

下 面 举例 说 明 Eastem blotting 的 应 用 。 针 对 人 甲状 腺 刺激 素 (HISH) 的 Aptamer 被 用 于 检 
测 国 定 在 硝酸 纤维 膜 上 的 HTSH。HTSH 属于 含 糖 激素 ,有 许多 类 似 的 激素 与 其 结构 相似 ,如 : 
入 路 泡 刺 激 泰 {HFSH) ,人 促 黄体 激 条 (HLH) ,人 促 绒毛 膜 性 腺 激素 (HCG) ,4 种 激素 的 结构 十 
分 相似 。 每 种 激素 都 是 由 «和 8B 两 个 亚 单位 非 共 价 结合 而 成 ,4 种 激素 的 a 亚 单位 结构 都 一 
样 ,日 B 亚 单位 也 十 分 相似 ,进行 免疫 分 析 时 抗体 很 难 将 4 种 激素 区 分 开 ,而 Aptamer 对 HTSH 
有 很 高 的 亲和力 ,日 能 将 其 他 3 种 结构 类 似 的 激素 区 分 开 , 显 示 了 极 高 的 特异 性 。 这 种 高 特异 
性 的 Aptamer 是 从 2 氨基 嗜 啶 宾 核 苷 酸 库 中 分 离 的 。 分 离 该 Aptamer 不 需要 进行 Counter 一 SE- 
LEX。 利 用 同位 素 标记 的 Aptamer 检测 固定 在 膜 上 的 HTSH 就 具有 很 好 的 剂量 依赖 关系 。 

利用 SELEX 技术 分 离 出 来 的 以 HCC WIA FY Aptamer 亦 具有 很 高 的 亲和力 和 特异 性 ， 
结合 HCG 的 Ka 4 nmol/L, BEVA 400 僧 的 亲和力 区 分 HFSH 和 HTSH, 但 该 Aptamer 能 以 几乎 
相同 的 亲和力 结合 HLH, Kd 常数 为 HOG 的 两 倍 ,这 可 能 是 由 于 二 者 的 结构 相似 程度 太 大 的 缘 
o HCG 和 HLH KY a 亚 单位 完全 相同 ,而 B 亚 单位 的 呈 % 的 氨基 酸 序 列 相同 ,HCC 在 C 端 多 
24 个 换 基 酸 眉 基 , 这 些 差异 可 用 单 克 隆 抗体 来 区 分 而 没有 交叉 。 在 制备 单 克隆 抗体 时 ,用 纯 
化 的 B 亚 单位 作为 抗原 ,可 制备 出 针对 HCG8 亚 单位 C 端的 单 克 隆 抗 体 ;如 果 用 counter SELEX 
则 可 制备 高 特异 度 的 Aptamer, 并 能 区 分 HCG 和 HLH; 用 同位 素 标记 的 Aptamer 检测 图 定 在 硝 
琶 纤 维 腊 上 的 HCG, 二 者 呈 浓 度 依赖 关系 ,怀孕 妇女 尿 桩 检测 的 信号 比 非 怀孕 妇女 尿 样 高 100 
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ÍRVA be 

在 Westem blotting  , Zi R AIR BERS B Ik (PAGE) a Ee AR BUR LO bie 
杂 的 抗体 进行 检测 。Drolet 等 用 Aptamer 检测 了 血 答 因子 VEGF 的 4 种 异 构 体 , 异 构 体 是 由于 
mRNA 的 剪 切 差异 所 致 ,用 单 克 降 抗体 来 捕获 VEGF, 然后 用 RNA Aptamer 检测 ,主要 检测 
VECFIO6S {H VEGF121 有 一 定 的 十 扰 。 但 如 果 采 用 SDS - PAGE Jl) Aptamer 仅 能 结合 VEGF165， 
而 不 结合 VEGF121 ,而 抗体 对 两 种 异 构 体 都 能 结合 ,无 法 将 二 者 区 分 开 。 

(AL) Aptamer 阵列 研究 蛋白 组 

由 于 人 类 基因 组 计划 提前 完成 , 越 来 越 多 的 基因 将 被 发 现 ,基因 组 的 信息 将 不 断 扩大 , 揭 
示 这 些 基因 所 蕴涵 的 信息 资源 依赖 于 预测 这 些 基 内 的 表达 产物 的 功能 。 显 然 从 DNA 甚至 
RNA 水 平 预测 基因 的 功能 十 分 困难 ,这 是 由 于 在 翻译 过 程 中 的 前 切 将 导致 蛋白 表达 的 差异 ， 
而 且 翻译 之 后 的 修饰 对 和 蛋 据 质 的 功能 亦 十 分 重要 ,使 整个 过 程 变 得 十 分 复杂 。 由 于 基因 型 
(DNA 或 RNA) 与 表现 型 (蛋白 质 ) 之 间 的 巨大 差异 ,因此 研究 蛋白 质 对 于 了 解 基因 组 在 细胞 中 
的 功能 有 意义 ;对 疾病 的 诊断 ,疾病 进程 的 检测 及 疾病 对 药物 的 反应 更 有 极其 重要 的 意义 。 

虽然 很 容易 理解 研究 蛋白 质 的 重 村 性 ,但 蛋白 质 组 的 研究 是 一 件 艰 难 的 任务 。 它 犹如 一 
个 巨大 的 人 金字塔, 其 基础 在 于 分 析 所 有 蛋白 质 在 组 织 中 的 表达 及 在 体液 中 的 分 涛 状况 。 微 阵 
列 提供 了 一 个 同时 分 辨 大 量 生 物 分 子 的 手段 ,如 用 -个 固定 在 载 玻 片上 的 微 阵列 可 同时 分 析 
全 部 醇 母 的 基因 组 。 可 利用 与 基因 互补 的 特异 亲和力 的 穿 核 苷 酸 作为 微 阵列 检测 DNA 的 基 
础 ,但 检 测 蛋 白质 时 需要 特异 的 ,高 亲和力 的 蛋白 质 配 体 作为 蛋白 质 微 阵 列 检测 的 基础 。 虽 然 
已 经 建立 了 以 抗体 为 基础 的 能 同时 检测 大 基 蛋 白质 的 微 阵列 技术 ,但 以 高 亲和力 Aptamer 为 
基础 的 微 阵列 具有 许多 诱 人 的 优点 : 

1. Aptamer 能 通过 全 自动 平台 快速 筛选 。 

2. Aptamer 很 容易 按 一 定 的 密度 精确 固定 在 固 相 载体 表面 ,可 用 已 有 的 DNA 微 阵列 技术 
制备 Aptamer 微 阵列 。 

3. 可 用 化 学 合成 的 方法 同时 制备 多 个 Aptamer。 

4.Aptamer 微 阵列 经 久 耐用 ,保存 期 长 。 

5, 含有 5 位 盐 蔡 代 尿 喀 喧 的 Aptamer 能 与 结合 蛋白 发 生 不 可 逆 结 合 而 锁 住 蛋白 。 

6. 在 Aptamer 与 蛋白 质 之 间 形 成 不 可 北 交 联 具 有 高 度 的 特异 性 ,而 且 从 另 一 个 方面 增加 
了 特异 亲和力 。 这 种 由 交 联 Aptamer 提供 的 双 特 异性 使 检测 时 无 须 使 用 第 二 配 体 ,因此 可 以 
设想 ,被 光 交 联 Aptamer 微 阵列 捕获 的 蛋白 质 可 用 蛋白 特异 的 试剂 检测 而 无 需 与 核酸 反应 。 

核酸 性 质 的 Aptamer 被 证 明 是 发 展 传 感 器 和 传感器 阵列 的 十 分 有 效 的 工具 。 主 要 是 因 
为 : 

1.Aptamer 可 形成 复杂 的 三 维 绪 构 ,能 以 高 亲和力 和 高 特异 性 结合 一 系列 的 其 分 子 。 

2. 选择 Aptamer 的 方法 是 比较 简单 和 高 效 的 ,可 同时 对 多 个 总 分 子 进行 高 效 选择 。 

3.Aptamer 具有 很 多 与 蛋白 质 分 子 同样 的 功能 。 包 括 与 配 体 结合 后 而 特异 地 改变 它们 的 
二 维 结构 ,这 一 性 质 使 它 很 容易 转化 为 传感器 的 敏感 分 子 。 

茨 光 技术 为 检测 Aptamer 与 靶 分 子 的 结合 提供 了 极为 敏感 的 方法 。 在 这 些 技术 中 ,Ap- 
uamer 萎 盖 在 玻 片 或 光纤 上 , 玻 片 (或 者 光纤 ) 在 内 反射 的 条 件 下 发 光 。 尽 管 这 些 光 全 部 由 内 反 
射 产 生 , 一 些 能 量 仍 被 转移 到 玻 片 附近 的 介质 上 ,形成 一 个 成 指数 衰减 的 电磁 场 。 使 用 该 技术 
可 以 开发 一 种 方法 来 识别 单一 的 Aptamer 分 子 和 靶 分 子 的 结合 。 这 两 种 技术 提供 了 :名 一 种 特 
异 结合 一 系列 靶 分 子 的 普遍 方法 ;加 一 种 检测 这 种 结合 的 极端 敏感 的 方法 。 可 把 这 些 方法 结 
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合 起 来 应 用 在 传感器 阵列 中 进行 蛋白 质 的 体外 检测 。 
在 不 久 的 将 来 ,Aptamer 微 阵列 将 在 蛋白 组 研究 中 发 挥 重 要 作用 , 它 不 仅 有 利于 分 析 疾 病 


过 程 中 的 蛋白 质 表达 情况 ,而且 提供 -- 些 新 的 有 效 的 治疗 靶 分 子 。 


总 之 ,在 过 去 30 年 中 ,抗体 作为 一 种 识别 分 子 在 诊断 分 析 中 发 挥 了 重要 作用 ,现代 的 诊断 
平台 都 是 根据 抗体 的 特性 发 展 起 来 的 。 具 有 高 亲和力 和 高 选择 性 的 Aptamer 的 发 现 将 给 目前 
的 诊断 分 析 带 来 巨大 冲击 。Aptamer 在 不 同 的 分 析 诊 断 实验 中 都 取得 了 令 人 鼓舞 的 结果 。 利 
用 Aptamer 进行 诊断 分 析 能 克服 许多 抗体 分 析 所 固有 的 缺陷 。 但 目前 Aptamer 的 研究 仍 处 于 
青春 发 育 期 之 前 ,出 现成 熟 的 Aptamer 产品 仍 需 要 一 段 时 间 ,但 对 其 研究 的 加 速 期 已 经 到 来 。 
随 着 白 动 SELEX 过 程 的 出 现 ,Aptamer 的 鉴定 效率 将 大 大 提高 。 值 得 指出 的 是 Aptamer 几乎 可 
以 满足 任何 分 子 识别 的 需要 , 它 可 能 被 率先 使 用 在 那些 抗体 无 法 满足 要 求 的 领域 。 今 后 也 可 
能 出 现 抗体 和 Aptamer 联合 使 用 的 诊断 分 析 。 抗 体 不 能 共 价 捕获 靶 分 子 ,而 Aptamer 则 可 轻 而 
易 举 地 共 价 捕获 破 分 子 。 此 外 Aptamer 微 阵列 将 在 蛋白 质 组 计划 中 发 挥 重要 作用 。 

SELEX 技术 作为 有形" 的 物质 存在 ,冲破 了 传统 意义 上 关于 核酸 只 是 作为 信息 储存 和 转 


运载 体 的 理解 ,让 人 们 认识 到 考核 首 


酸 功能 的 多 样 性 。 有 人 曾 提出 在 前 生物 时 代 , 世 界 是 一 个 


“RNA 世界 ”,RNA 既 贮 存 信息 ,也 行使 一 切 生物 学 功能 。 后 来 , 随 着 翻译 过 程 的 出 现 ,蛋白 质 
产生 了 。 蛋 白质 的 侧 链 之 间 没 有 强烈 的 相互 作用 ,蛋白 质 和 蛋白 质 之 间 互 不 " 理 腔 ,在 细胞 浆 
100 mg/mL 的 高 浓度 下 , 仍 能 独立 地 存在 ,正常 地 行使 功能 。 窒 核 若 酸 则 不 同 ,在 10 pg/ml 的 
低 浓度 下 ,可 以 自由 地 折 秋 成 一 定形 状 ,而 当 浓 度 达 到 100 mg/mL 时 , 它 已 不 可 能 单独 存在 ,而 
是 与 其 他 分 子 相互 吸引 ,形成 一 个 胶 状 物 。 这 种 性 质 上 的 差异 ,使 得 蛋白 质 在 进化 过 程 中 占据 
统治 地 位 ,成 为 生物 有 机 体 的 重要 功能 行使 者 。 然 而 寡 核 背 酸 的 特性 却 适 应 了 迅速 发 展 的 组 


合 化 学 技术 的 需求 。 首 先 , 窜 核 苷 酸 库 可 为 任何 靶 分 子 提供 足 量 的 、 包 纳 了 所 有 可 能 空间 结构 
的 底 物 ;其 次 , 窒 核 昔 酸 配 基 与 靶子 之 间 的 结合 高 度 特异 且 亲 和 力 很 高 ;另外 ,SELEX 筛选 过 程 
简便 ,费时 短 ,可 较 快 得 到 结果 ;SELEX MEAT MRNA ERT SRT OSS, 
省 去 了 繁琐 的 后 加 工 处 理 ;最 后 ,根据 SELEX 筛选 出 的 守 核 苷 酸 配 基 的 结构 ,还 可 以 利用 计算 
机 模拟 出 新 的 稳定 的 药物 用 于 临床 。 所 有 这 些 都 将 使 SELEX 技术 成 为 一 种 很 有 发 展 前 途 的 


组 合 化 学 技术 。 
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基因 打靶 技 术 


内 容 提 要 


简要 介绍 了 基因 打靶 技术 的 概念 发 展 历史 及 其 在 现代 生物 医学 研究 中 的 应 用 前 景 。 
以 Smad5 基因 别 除 小 鼠 为 例 , 介 绍 了 研制 基因 副 除 小 鼠 的 具体 步 骏 。 最 后 部 分 是 基因 打 
和 靶 研 究 中 常用 的 实验 操作 方法 。 


基因 打靶 技术 是 一 种 定向 改变 生物 活体 遗传 信息 的 实验 手段 , 它 的 产生 和 发 展 建立 在 胚 
胎 干 (ES) 细 胞 技术 和 同 源 重组 技术 成 就 的 基础 之 上 ,并 促进 了 相关 技术 的 进一步 发 展 。 基 因 
打靶 技术 将 广泛 应 用 于 基因 功能 研究 .人 类 疾病 动物 模型 的 研制 以 及 经 济 动物 遗传 物质 的 改 
良 等 方面 。 与 日 俱 增 的 突变 小 鼠 品 系 及 其 研究 结果 将 提供 越 来 越 多 的 基因 在 消 椎 动物 发 育 和 
各 种 生理 病理 过 程 中 功能 的 立体 图 卷 ,最 终 将 促进 人 类 对 生命 现象 本 质 的 理解 。 


第 一 节 ”基因 打靶 技术 的 概念 及 发 展 历史 


一 、 基 因 打 靶 技 术 的 概念 


基因 打靶 技术 是 一 种 定向 改变 生物 活体 遗传 信息 的 实验 手段 。 通 过 对 生物 活体 遗传 信息 
的 定向 修饰 包括 基因 灭 活 、 点 突变 引信、 缺失 突变 外 源 基因 定位 引入 、 染 色 体 组 大 片段 删除 
等 ,并 使 修饰 后 的 遗传 信息 在 生物 活体 内 遗传 ,表达 突变 的 性 状 ,从 而 可 以 研究 基因 功能 等 生 
命 科 学 的 重大 问题 ,以 及 提供 相关 的 疾病 治疗 ,新药 筛 选 评价 模型 等 。 基 因 打靶 技术 的 发 展 已 
使 得 对 特定 细胞 、 组 织 或 者 动物 个 体 的 遗传 物质 进行 修饰 成 为 可 能 。 它 的 产生 和 发 展 建 立 在 
胚胎 干 (ES) 细 胞 技术 和 同 源 重组 技术 成 就 的 基础 之 上 ,并 促进 了 相关 技术 的 进一步 发 展 。 它 
的 原理 和 操作 流程 如 图 10- 1 所 示 。 

首先 获得 ES 细胞 系 ,利用 同 源 重组 技术 获得 带 有 研究 者 预先 设计 突变 的 中 贰 ES 细胞 。 
通过 显 微 注射 或 者 胚胎 融合 的 方法 将 经 过 遗传 修饰 的 ES 细胞 引入 受 体 胚胎 内 。 经 过 遗传 修 
饰 的 ES 细胞 仍然 保持 分 化 的 全 能 性 ,可 以 发 育 为 嵌 合 体 动物 的 生殖 细胞 ,使 得 经 过 修饰 的 赵 
传 信息 经 生殖 系 遗 传 。 获 得 的 带 有 特定 修饰 的 突变 动物 提供 研究 者 一 个 特殊 的 研究 体系 ,使 
他 们 可 以 在 生物 活体 中 研究 特定 基因 的 功能 。 目 前 ,在 ES 细胞 进行 同 源 重组 已 经 成 为 一 种 对 
小 鼠 染色 体 组 上 任意 位 点 进行 遗传 修饰 的 常规 技术 。 通 过 基因 打靶 获得 的 突变 小 鼠 已 经 超过 
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干 种 (相关 数据 库 参见 文献 ) ,并 正 以 每 年 数 百 种 的 速度 增加 。 通 过 对 这 些 突变 小 鼠 的 表 型 分 
析 , 许 多 与 人 类 疾病 相关 的 新 基因 的 功能 已 得 到 阐明 ,并 直接 导致 了 现代 生物 学 研究 各 个 领域 
中 许多 突破 性 的 进展 。 


内 细胞 团 -多 > E3.5:h RE 
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2 HEF (ES) 细胞 
poco, TERE 
y 电 穿孔 法 转 染 ES 细胞 
[ee 
GuiaGANC y 同 源 量 组 
[一 一 一 h BES E 


am! ”< oe! Henman 


¥ RAEI BA RR 


野生 型 突变 型 
v 
表 型 分 析 


图 10- 1 基因 打靶 的 主要 技术 步骤 


二 、 胚 胎 干细胞 技术 的 发 展 


干细胞 是 指 一 类 具有 无 限 分 裂 能 力 的 细胞 ,它们 能 通过 不 对 称 分 裂 复 制 自己 的 同时 产生 
不 同类 型 的 细胞 。ES 细胞 是 从 着 床 前 的 哺乳 类 胚胎 中 分 离 的 全 能 干细胞 ,具有 在 体外 不 分 化 
的 增殖 能 力 ,经 过 长 期 体外 培养 后 仍然 具有 分 化 成 所 有 3 种 胚层 的 发 育 潜能 。 

对 ES 细胞 的 研究 可 以 追溯 到 50 年 代 对 小 鼠 胚 胎 进行 体外 培养 的 实验 。Whitten W.K. F 
1956 年 成 功 地 应 用 补充 了 牛 血清 白 蛋 白 的 培养 基 培 养 受 精 卵 , 使 单 细胞 的 受精 卵 在 体外 发 育 
SPELT BL, Ha. Brinster R. L. F 1965 年 建立 了 微 滴 培 养 技 术 , 用 于 着 床 前 小 鼠 胚 胎 的 培 
Fo Mclaren A. 等 对 输卵管 移植 和 子宫 移植 条 件 进行 了 优化 ,并 最 终 使 得 通过 胚胎 移植 从 体外 
培养 的 胚胎 产生 活 的 小 鼠 成 为 一 种 常规 的 技术 。10 年 后 , Gardner R.L. 建 立 了 将 分 离 的 细胞 
注射 人 宿主 圳 胚 获得 嵌 和 体 小 鼠 的 方法 。 这 一 方法 的 成 功 建立 使 得 研究 者 有 可 能 系统 地 检测 
经 过 体外 操作 的 胚胎 细胞 的 分 化 全 能 性 。 

1970 年 ,Stevens 工 .C. 作 为 先驱 者 成 功 分 离 了 小 鼠 畸 胎 瘤 细 胞 (embryonal carcinoma，EC) 并 
将 其 作为 模式 体系 研究 胚胎 细胞 的 全 能 性 。 几 年 后 , Brinster R.L. , Mintz B 和 Ilmensee K. ,以 
及 Papaioannou V .E. 等 证 实 胚胎 瘤 干 细胞 可 以 整合 人 宿主 训 胚 并 分 化 成 多 种 正常 成 年 组 织 , 但 
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CAT Ee SAE PAH AHI, 1981 Æ, Evans M.J. 和 Marin M. A. SAVER ER 


A RRP ST ES 细胞 。 与 大 多 数 EC 细胞 不 同 ,ES 细 胸 具有 完全 正常 的 核 型 。 尤 其 重 
要 的 是 ,Braqley A.(1984) 随 后 证 实 通 过 显 微 注射 引入 褒 上 


还 的 ES 细胞 可 以 分 化 为 成 体 的 各 种 


组 织 并 整合 人 生殖 系 。 小 鼠 ES 细胞 的 分 离 和 应 用 是 ES 细胞 技术 发 展 过 程 中 的 里 程 碑 , 它 与 


能 。 在 此 基础 上 发 展 起 来 的 基 


因 功 能 的 有 力 手段 。 


此 后 ,陆续 有 从 哮 肯 类 动 4 
的 发 育 潜能 没有 得 到 进一步 的 
狼 的 胚胎 十 细胞 。 这 些 细胞 
Pe ARE, TRA SP A Fe SD, APR PE 
细胞 形态 .细胞 表面 分 子 标记 4 


究 和 证 实 。1995 Æ, 


Xr 


同 源 重 组 技术 的 结合 使 得 在 生物 整体 水 平 上 定向 改变 和 修饰 哺乳 类 动物 的 遗传 物质 成 为 可 
打靶 技术 革命 性 地 改变 了 生命 科学 研究 的 面貌 ,成 为 研究 基 


移 之 外 物种 的 着 床 前 胚胎 中 分 离 多 潜能 细胞 的 报道 ,但 这 些 细 胞 
Thomson J. 和 .等 报道 从 便 河 猴 中 分 离 了 
以 在 体外 培养 1 年 以 上 并 维持 未 分 化 的 状态 。 这 些 细胞 具有 正 
胚层 组 织 细胞 的 能 力 。 钦 ES 细胞 从 
H .所 需 生 长 因子 均 不 同 于 小 鼠 ES 细胞 ,而 与 人 类 EC 细胞 类 


似 。1996 年 ,Thomson J.A. 等 接着 报道 了 绒 猴 ES 细胞 的 分 离 。1998 年 Thomson J.A. 等 报道 从 
AREPA T ES 细胞 。 这 些 人 类 ES 细胞 具有 正常 的 核 型 ,表达 高 水 平 的 端 粒 酶 活性 。 
在 体外 不 分 化 地 增殖 4~ 5 个 月 后 ,这 些 细胞 仍然 保持 分 化 成 滋养 层 细胞 和 所 有 3 种 胚层 的 发 


育 全 能 。Shamblott M.J. 等 在 同 
于 细胞 。 其 实 , 早 在 1994 年 ,Bongso A. SEMA A ROBE 


年 报道 从 流产 胎儿 的 胚胎 生 获 细胞 中 成 功 分 离 了 多 能 的 胚胎 


分 离 并 培养 了 内 细胞 团 来 源 的 细胞 ,由 


于 没有 滋养 层 细胞 的 支持 ,这 些 细胞 最 终 分 化 或 者 死亡 。2000 年 ,他们 报道 了 入 ES 细胞 的 建 


立 , 证 实 了 Thomson J.A. 等 入 的 研究 并 进一步 对 入 ES 
源 区 细胞 的 建立 是 一 个 激动 信心 的 进展 ,对 人 本 细 


细胞 的 表 型 及 分 化 能 力 进行 了 鉴定 。 人 
抱 的 研究 将 促进 对 人 体 早期 发 育 、 人 类 疾 


病 的 发 牛 机 制 .新 基因 的 发 现 ,新 药 筛选 和 药 效 评价 等 基础 和 临床 应 用 的 研究 。 人 入 源 ES 细胞 


的 成 功 分 离 和 培养 以 及 体内 和 体外 的 定向 分 化 研究 ， 


使 得 采用 体外 定向 分 化 的 组 织 细胞 取代 


体内 受 损 或 衰竭 组 织 细胞 成 为 可 能 。 随 着 这 一 领域 的 迅速 发 展 ,ES 细胞 培养 及 定向 分 化 技术 
正在 成 为 新 的 细胞 蔡 代 疗法 的 基础 。 


也 反应 了 这 些 特点 。 同 


哺乳 动物 细胞 中 同 源 重 纪 


M.R, 的 研究 小 组 在 小 
除 。1988 年 ,Capecchi M. 
negative sclcction) 的 策略 ， 


记 。 与 单 用 一 种 阳性 筛选 标记 基因 


要 高 3~ 10 倍 ,真正 使 得 


序列 间 的 重组 。 它 通常 通过 一 对 同 
重组 技术 的 概念 是 20 世纪 70 年 代 


R- 实 验 室 


三 、 同 源 重 组 技术 的 发 展 

现代 生命 科学 的 研究 由 分 子 水 平 的 研究 向 整体 水 了 
组 计划 完成 之 后 ,后 命 科学 研究 呈现 出 系统 化 、 整 体 化 和 综合 化 的 趋势 。 同 源 重组 技术 的 发 展 
组 是 指 发 生 在 减 数 分 裂 或 者 有 丝 分 烈 过 程 中 相同 或 者 相似 DNA 
源 分 子 非 姊 妹 染色 体 间 的 断裂 而 产生 新 的 重组 片段 。 同 源 
初 在 酵母 研究 中 发 展 起 来 的 。 与 酵母 系统 完全 不 同 的 是 ， 
的 概率 非常 低 。 直 到 1985 年 , Smithies 0. 等 才 首次 报道 在 肿瘤 细 胞 


回归 的 趋势 越 来 越 明 显 。 尤 其 是 基 


中 实现 了 人 工 打靶 载体 和 内 源 B- IRE SE A BY PRA 


同 源 重 组 技术 可 以 作为 修饰 哺乳 动物 基 
应 用 于 生命 科学 研究 的 各 个 领域 。 


BH, PAJA , Smithies OQ, 和 Capecchi 
TSA A HO P SP BUS BL Ti Be Be RE E ( pr ) EO RE RL 
的 Mansour S. L. RR T — A 
AR A RO ee PRC ED ( ake ) RPT ROR OS, ME Si Ko ES 
的 策略 相 比 , 采 用 “ 正 负 筛选 "策略 时 正确 克隆 富 集 的 倍数 


称 为 " 正 负 筛选 "(positive - 


组 遗传 信息 的 常规 手段 并 


利用 辐 源 重组 技术 按照 研究 者 的 预先 设计 ,在 动物 整体 水 平 上 灭 活 特 定 葛 基因 的 研究 开 
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始 揭 未 出 许多 末 知 基因 的 功能 。 由 于 对 基因 组 遗传 信息 进行 精确 修饰 的 需要 ,研究 者 随后 发 
展 了 一 些 策 酷 如 “Hit and Run” VA “Tag and exchange” 等 ,将 基因 的 突变 引入 染色 体 组 内 。1994 
年 ,Gu H. 等 利用 Cre - LoxP 系统 首次 研制 成 功 组 织 特异 性 基因 别 除 小 鼠 , 使 得 对 基因 吻 除 进 
行 时 间 和 空间 上 的 双向 控制 成 为 可 能 。1995 年 ,Ramirez - Solis R. 等 应 用 位 点 特异 的 重组 酶 系 
统 首 次 在 小 鼠 ES 细胞 中 实现 了 最 长 3~4 eM 染色 体 组 片段 的 缺失 和 倒 位 2) 。 应 用 此 策略 可 


以 构建 染色 体 组 任意 片段 的 缺失 突变 体 小 


鼠 , 用 于 遗传 学 分 析 , 主 要 是 用 于 鉴定 缺失 区 域 的 隐 


性 基因 突变 。 近 年 来 ,世界 上 多 个 小 鼠 基 因 组 中 心 纷纷 采用 大 规模 .系统 的 化 学 诱 变 进行 突变 
小 鼠 的 研究 。2000 Æ, de Angelis M,.H. 等 报道 了 他 们 用 乙 烷 亚 硝 基 脲 (N - ethyl ~- N - ni- 
tosourea，ENU) 大 规模 筛选 基因 显 性 突变 的 研究 。 他 们 对 14 000 只 小 鼠 进 行 了 临床 相关 指标 


的 检测 ,获得 了 182 只 具有 各 种 表 型 的 突 


E/N Blo Nolan P. M. 等 在 同时 报道 的 研究 中 ,从 


26 000 子 代 小 鼠 中 分 离 到 500 RERED. H ENU 诱 变 研究 与 染色 体 组 缺失 突变 体 研究 
结合 起 来 ,可 以 快速 分 析 染 色 体 组 特定 区 域内 的 隐 性 突变 ,提高 大 规模 基因 功能 研究 的 效率 。 


第 二 节 ”基因 打靶 技术 在 生物 医学 研究 中 的 应 用 前 最 


一 、 基 因 打 靶 技 术 在 基因 功能 研究 中 的 应 用 


走 进 21 世纪 ,生命 科学 已 经 进入 了 “后 基因 组 "研究 时 代 , 大 规模 的 基因 功能 研究 正成 为 
和 牛 命 科学 研究 的 热点 。 宏 伟 的 人 类 基因 组 计划 的 顺利 实施 ,完成 了 人 类 基因 组 及 多 种 模式 生 
物 基因 组 的 序列 测定 ,产生 了 编码 大 约 30 000 ~ 40 000 个 基因 的 核 昔 酸 序列 ,其 中 只 有 一 小 部 
分 基因 的 作用 是 已 知 的 。 面 对 这 样 一 个 打开 的 基因 宝库 ,入 类 在 新 世纪 面临 的 主要 挑战 是 要 
解读 这 些 序列 所 编码 的 基因 的 功能 并 研究 基因 调控 的 分 子 机 制 , 这 对 于 深入 研究 人 类 址 传 疾 


病 、 肿 瘤 的 发 生机 制 以 及 理解 许多 生命 现象 的 本 质 均 有 十 分 重要 的 意义 。 基 因 打 稻 技 术 的 综 
合 应 用 ,为 现代 生物 医学 各 个 研究 领域 的 高 新 技术 及 最 新 研究 成 果 提供 了 一 个 研究 系统 ,使 得 
研究 着 可 以 在 生物 整体 水 平 组织 水 平 细 胸水 平分 子 水 平等 各 个 层面 上 全 面 系统 地 研究 基 
因 功 能 。 在 基因 功能 研究 方面 , 它 具 有 其 他 方法 所 难以 比拟 的 直接 性 和 有 效 性 ,是 “后 基因 组 ” 
时 代 进行 功能 基因 组 学 研究 的 重要 平台 技术 。 从 第 一 例 成 功 的 基因 别 除 报道 至 今 , 仅 13 年 的 
时 间 ,在 包括 美国 .日 本 和 欧洲 各 国 在 内 的 发 达 国 家 中 ,基因 打 胃 技术 已 成 为 常规 性 的 重要 生 
物 医 学 研究 手段 。 在 小 鼠 进行 的 基因 打 狗 研究 导致 了 生物 医学 研究 领域 中 许多 重要 进展 ,小 
局 已 成 为 研究 消 椎 动物 基因 功能 最 重要 的 模式 生物 。 利 用 基因 打 各 技术 得 到 特定 朝臣 因 功能 
获得 或 者 缺失 的 小 鼠 突 变 体 并 进行 相关 表 型 的 研究 将 最 终 有 助 于 绘制 人 类 基因 在 各 种 生理 和 
病理 过 程 中 功能 的 立体 图 卷 。 对 基因 功能 的 深入 研究 和 了 解 将 有 利于 发 现 新 的 具有 应 用 价值 
的 基因 利 慢 白 , 因 此 ,通过 基因 打 四 进 行 的 基因 功能 研究 将 成 为 今后 医药 产业 的 基础 。 

基因 打靶 技术 的 发 展 使 得 它 可 以 满足 大 规模 基因 功能 研究 的 需要 。 目 前 ,一 种 岂 做 "基因 
诱 请 "的 策略 得 到 广泛 的 应 用 。 利 用 基因 诱 犹 可 以 建立 一 个 携带 随机 插入 突变 的 ES 细胞 库 ， 
节省 大 量 筛选 染色 体 组 文库 以 及 构建 特异 打靶 载体 的 工作 及 费用 ,更 有 效 和 更 迅速 地 进行 小 
鼠 染色 体 组 的 功能 分 析 。 此 外 ,基因 打靶 研究 结合 随机 化 学 物质 (如 ENU ) 诱 变 的 研究 也 正在 


世界 上 多 个 小 鼠 基 因 组 中 心 进行 。 除 了 基 
分 基因 功能 丧失 突变 的 小 良 模型 将 会 有 助 


因 完 全 失 活 的 小 鼠 模 型 ,携带 基因 功能 获得 或 者 部 
于 对 基因 功能 更 全 面 和 更 深入 的 了 解 。 
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二 、 应 用 基因 打靶 技术 研制 人 类 疾病 动物 模型 


随 着 生物 医学 研究 的 迅速 发 展 , 人 


们 已 经 达成 共识 :所 有 的 疾病 ,无 论 是 器 质 性 的 还 是 功 


能 性 的 , 均 可 在 基因 水 平 上 去 探究 其 原因 ,并 以 此 为 基础 研究 早期 诊断 试剂 ,设计 新 的 治疗 方 
案 ,发 展 新 的 治疗 药物 。 许 多 人 类 遗传 病 及 肿瘤 一 旦 确诊 后 已 处 于 不 可 逆转 的 发 生 阶 段 ,而 月 
至 今 仍 无 理想 的 治疗 药物 。 由 于 人 类 作为 研究 对 象 的 局 限 性 ,发 展 相应 的 人 类 疾病 动物 模型 ， 


对 于 研究 人 类 疾病 的 分 子 机 制 以 及 研制 


通过 基 
对 这 些 疾病 大 


相应 的 诊断 、 治 疗 药物 均 具 有 非常 重要 的 意义 。 
打靶 研制 的 人 类 疾病 小 鼠 模型 已 有 数 百 种 。 这 些 模型 的 建立 极 大 地 丰富 了 人 类 
关 基 因 功 能 的 了 解 。 以 成 纤维 细胞 生长 因子 受 体 3(FCFR3) 的 功能 研究 为 例 ,我 


们 可 以 了 解 小 鼠 模型 是 如 何 帮 助 研究 者 发 现 该 基因 在 长 骨 发 育 中 的 作用 的 。 最 早 的 临床 研究 
发 现 FGFR3 上 不 同 功能 域 的 突变 导致 不 同 程度 的 侏 侨 症 。 而 在 小 鼠 中 进行 的 研究 显示 Fefr3 
基因 剔除 导致 与 侏儒 症 病人 完全 相反 的 表 型 , Fef3 缺失 突变 导致 小 鼠 长 骨 过 度 生 长 。 这 些 数 
据 提示 FGFR3 是 长 骨 生 长 的 负 调控 因 子 。 此 后 ,研究 者 利用 基因 毅 和 (gene knockin) A Cre - 


LoP 系统 将 Fgfr3 RES AD REA 
Fef 突变 导致 基因 功能 激活 所 引起 
Fefr3 抑制 物 的 筛选 ,研究 者 希望 通过 


疾病 的 治疗 。 
许多 
这 种 家 族 易 感性 与 有 


十 种 小 鼠 肿 瘤 模型 ,其 中 最 著名 的 当 属 肿瘤 抑制 基因 P53 基 


趾 瘤 病人 都 有 家 族 史 A 


研制 成 功 了 侏儒 症 的 模型 小 也 ,证 实 休 侨 症 确 实 是 由 
We 目前, 这些 模型 小 鼠 正 用 于 进一步 的 功能 研究 和 
药物 筛选 可 以 获得 Fafr3 活性 的 抑制 物 以 用 于 这 种 遗传 


的 人 对 某 种 特定 的 肿瘤 表现 出 一 种 易 患 性 。 现 在 知道 
瘤 抑制 基因 的 突变 经 生殖 系 遗 传 有 关 。 用 基因 打靶 技术 已 经 研制 出 了 数 


剔除 小 鼠 。P53 基因 突变 导致 


人 类 Li - Fraumeni 综合 症 , 患 者 并 发 各 种 类 型 的 肿瘤 , 主要 是 软组织 和 肉瘤、 乳腺 癌 . 脑 瘤 \ 骨 瘤 、 


白血病 等 。P53 基 


SBR UTR WAL Li - Fraumeni 综合 症 患 者 的 表 型 ,其 肿瘤 表 型 受 小 


鼠 种 系 遗 传 背景 的 影响 。 因 此 ,通过 对 这 些小 鼠 的 研究 ,可 能 发 现 P53 基因 相关 的 影响 肿瘤 


发 生 率 的 


饰 基因 。 由 于 肿瘤 抑制 基 


因 往 往 在 生命 的 基本 活动 中 担当 重要 的 功能 ,许多 肿 冶 


抑制 基因 如 Brea 1, Dpe4/ Smad4 定位 缺失 导致 小 鼠 在 胚胎 期 死亡 ,使 得 研究 者 无 法 研究 这 些 


基因 在 成 体 器 官 发 育 和 肿瘤 发 生 中 的 功能 。 现 代 基 因 
时 间 和 空间 上 的 控制 成 为 可 能 ,研究 者 利用 条 件 基因 别 除 


型 。 如 乳腺 瘤 肿 瘤 抑 制 基 因 


Breal 基 


打靶 技术 的 发 展 已 使 得 对 基 
技术 建立 了 多 种 组 织 特 异 的 肿瘤 模 
剔除 导致 小 鼠 在 中 胚层 发 生前 死亡 。 研 究 者 利用 Cre 


打靶 进行 


—LoxP 系统 研制 了 乳腺 组 织 特异 性 Breal 基因 剔除 小 鼠 。 经 过 一 个 很 长 的 潜伏 期 之 后 ,突变 


小 鼠 长 了 乳腺 癌 , 在 组 织 病理 学 J 
果 表 明 , Breal 基因 缺失 导致 基 


上 与 人 类 的 乳 逐 冶 惊人 的 相 


组 不 稳定 性 增加 ,引起 了 其 他 基因 包括 肿瘤 扩 制 基 


以 。 对 该 小 鼠 进 行 表 型 分 析 的 结 
ASE 


BHRR A SCALE AE REER TA RP OI FO al ET 


用 于 治疗 药物 的 筛选 ,并 可 用 


作 传 统治 疗 药物 和 基因 治疗 的 评价 系统 。 


三 、 应 用 基因 打靶 技术 改良 动物 品系 和 研制 动物 反应 器 


自 1980 年 第 一 例 转 基 


性 原核 一 直 是 研制 转基因 动 


HREH 


AREE DAS, E EREA A NRE A BE A SERS DA KAE 
肯 的 方法 。 采 用 这 种 传统 方法 获得 的 转基因 动物 ,其 外 源 


基因 整合 的 位 点 和 拷贝 数 是 高 度 不 确定 的 ,对 外 源 基因 的 表达 以 及 由 此 而 引起 的 表 型 有 很 大 


的 影响 。 传 统 转基因 载体 上 要 设 党 


带 上 所 有 的 调控 元 件 以 期 能 使 外 源 基因 达到 理想 的 表达 。 


许多 时 候 , 某 一 基因 的 调控 元 件 在 染色 体 组 上 相距 甚 远 ,或 存在 于 内 含 子 中 ,使 得 外 源 基 因 要 
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得 到 埋 想 的 表达 十 分 困难 。 应 用 以 ES 细胞 培养 技术 和 辣 源 重 组 为 基础 的 基因 训 入 技术 ,可 将 
外 源 基 因 整 合 到 特定 的 如 位 点 ,克服 外 源 基因 整合 的 位 点 效应 ,并 可 利用 靶 位 点 全 次 的 表达 调 
控 元 件 以 实现 组 织 与 时 空 特异 性 的 表达 。 由 于 经 济 大 动物 的 胚胎 干细胞 系 还 鲜 有 报道 ,克隆 
技术 却 有 突飞猛进 的 发 展 ,在 体 细胞 中 进行 基因 打靶 并 通过 核 移 植 获 得 转基因 动物 是 一 条 可 
行 的 途径 。2000 年 , McCreath K.J. 等 成 功 地 利用 基因 打靶 技术 在 绵羊 胎儿 成 纤维 细胞 中 将 a 
抗 胰 和 蛋品 酶 (AAT) 基 因 定 位 整合 人 绵羊 (1 原 胶原 ,COT1A1) 基 因 位 点 ,并 通过 核 移植 技 术 获 得 
了 一 只 活 的 绵羊 ,外 源 基因 在 乳汁 中 的 含量 达 0.65 meg/mL。 显 而 易 见 ,通过 基因 打靶 技术 研 
制 动 物 生 物 反应 器 正在 改变 传统 研制 转基因 支 物 的 方法 。 此 外 , 由 于 高 级 哺乳 动物 恒 河 猴 和 
人 的 ES 细胞 相继 成 功 地 建立 ,有 理由 期 待 其 他 经 济 大 动物 的 ES 细胞 在 近期 成 功 建立 。 随 着 
对 人 类 基因 组 功能 了 解 的 逐渐 加 深 , 人 类 对 高 等 动物 遗传 物质 的 改造 能 力也 将 逐渐 增强 ,利用 
基因 打靶 技术 定向 改变 这 些 经 济 大 动物 的 经 济 性 状 是 完全 有 可 能 的 。 
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Smad5 基因 剔除 小 鼠 的 研制 和 鉴定 


一 、 靶 基因 cDNA 探 针 的 克隆 


进行 基因 打靶 研究 的 第 “` 步 是 要 获得 靶 基 因 的 cDNA JT EL. SORES (PCR) A 
简便 ,快速 .敏感 .特异 等 特点 成 为 首选 方法 。 选 择 葛 基因 相对 富 集 的 cDNA 文库 作为 模板 ,或 
者 从 特定 组 织 提取 mRNA ,通过 道 转录 反应 合成 cDNA 的 第 一 条 链 作为 PCR 反应 的 模板 。 若 
是 已 知 基因 ,可 根据 基因 序列 合成 特异 性 的 引物 ;对 未 知 基因 ,可 根据 蛋白 质 序列 或 同 源 基因 
序列 合成 简 并 引物 。 对 表达 水 平 较 低 的 基因 ,针对 PCR 产物 合成 男 一 对 内 源 的 引物 进行 集 式 
RERA PCR, 将 提高 成 功 的 概率 。 图 10 - 2 显示 采用 不 同 PCR 引物 从 小 限 胰 腺 cDNA 文库 
和 BRI-6 细 胞 cDNA 文库 中 扩 增 到 Smad5 的 cDNA 片段 。 利 用 TA 克隆 法 将 PCR 产物 克隆 , 克 
隆 的 cDNA 片段 可 用 作 进 一 步 克隆 破 基 因 基 因 组 DNA 片段 的 探 针 。 


二 、 靶 基因 基因 组 DNA 片断 的 筛选 和 克隆 


可 以 通过 筛选 129 小 鼠 基因 组 噬菌体 文库 或 者 细菌 人 工 染 色 体 文库 来 获得 靶 基 因 基 因 组 
DNA 片段 。129 小 鼠 基因 组 细菌 人 工 染 色 休 (BAC) 文 库 (genome system, cat. No FRAC 4432) 由 
5 张 尼龙 膜 组 成 ,每 张 噶 上 点 满 了 高 密度 的 BAC 克隆 ,每 个 BAC 克隆 包含 有 平均 长 度 为 100 kb 
的 基因 组 片段 。 攻 同位 罕 标 记 划 基因 探 针 ,并 参照 公司 提供 的 实验 手册 进行 文库 第 选 ,最 后 从 
该 公司 购买 含有 加 基因 的 阳性 克隆 。 每 个 克隆 食 有 包括 词 基因 在 内 的 大 约 100 kb 基因 组 片 
Bto 


将 含有 Smads 基因 组 片段 BAC 质粒 的 细菌 在 含有 氢 侮 素 的 LB 霸 养 基 中 生长 ,并 用 SDS 
裂解 法 提取 质粒 。 将 提取 的 DNA 用 多 种 限制 性 内 切 栈 消化。 图 10 - 3A 所 示 为 含有 Smad5 Æ 
因 组 片段 的 BAC 质粒 用 不 同 限制 性 内 切 酶 消化 的 结果 。 将 DNA 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 并 用 
Smad5 基因 探 针 进行 杂交 反应 ,结果 如 图 3B 所 示 。 由 于 BAC 质粒 是 氧 霉 素 抗 性 的 ,所 以 可 以 
采用 鸟 枪法 将 丢 基 因 片 段 克 隆 到 氨 蔡 青霉素 抗 性 的 克隆 载体 Bluescript SK 上 。 通 过 杂交 实验 
可 以 帮助 选择 合适 的 限制 性 内 切 酶 进行 亚 克 隆 。 从 图 10 - 3B 结果 可 以 看 出 Xba L Hind I, 
Soc I 在 靶 基 因 上 均 有 多 处 识别 位 点 ,不 宜 用 于 制备 亚 克 隆 。Saf 1 片段 太 大 ,超过 23 地, 克隆 
到 普通 的 质粒 上 也 有 困难 。EooR 1 片段 约 为 9 ,用 于 载体 构建 并 筛选 合适 的 Southem RE 
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略 显 不 足 。BamF 1 片段 大 小 介 于 9~23 kb 之 间 , 这 样 大 小 的 片段 既 便于 克隆 ,又 使 得 选择 同 
源 臂 和 探 针 有 较 大 的 余地 。 因 此 ,最 终 将 Smads 基因 组 克隆 用 BamH 1 消化 后 经 岛 枪 法 克隆 
到 克隆 载体 Bluescript SK 上 ,获得 了 19 kb 的 Smad5 基因 组 片段 


a b 


10-2 PCR RAM Smads 基因 cDNA 片段 
1-~4 为 4 对 不 同 的 引物 。A, 模 板 为 小 鼠 胰 腺 CDNA 文库 ;8B, 模 板 为 小 刀 Ri -6 细胞 cDNA 文库 


UI 


图 10-3 含有 Smads BAR BAC 质粒 的 杂交 分 析 。 
A. 含 有 Smad5 基因 的 BAC 的 限制 性 内 切 酶 分析 结果 。B. 用 Smad5 cDNA 探 针 进 行 Southem 杂交 的 结果 。1， 
FeoR | ;2,Xba 工 :3,Sal 1 ;4, Bam H I ;5, Hind [ll ;6, EcoR ViCla I ;7,Sac I] /EcoR V;8, Sac I 


Z, AAR AeA HUA fe ES 细胞 的 筛选 


经 酶 切 ,将 12 kb 的 Smad5 基因 组 片段 用 于 构建 打靶 载体 ,分 成 长 岁 和 短 臂 插 和 人 打靶 载体 
pLoxpneo™ t ,如 图 10 - 4A 所 示 。 阳 性 筛选 标记 基因 被 插 人 到 Smads 基因 的 第 6 外 显 子 中 ， 
阴性 筛选 标记 基因 位 于 同 源 臂 长 臂 的 外 侧 。 通 常 ,打靶 载体 同 源 臂 的 总 长 度 应 大 于 6 kb, SOF 
长 度 应 大 于 2 kb。 打 靶 载 体 通过 电 穿孔 转 当 小 鼠 胚 胎 干 细胞 (ES 细胞 ) ,在 含有 G418/FIAU 的 
培养 基 中 筛选 双 抗 性 的 ES 克隆。 从 阴性 克隆 细胞 中 制备 基因 组 DNA 进行 Southem 杂交 以 得 
选 发 生 了 正确 同 源 重 组 事件 的 中 靶 ES 细胞 ,部 分 结果 如 图 10 - 4B 所 基因 组 DNA 用 
Asp718 和 BamHI 进行 消化 ,利用 打靶 载体 同 源 臂 外 侧 的 DNA 作为 探 针 进 行 Southem 杂交 , 野 
生 型 等 位 基因 将 产生 一 条 10 kb 的 阳性 条 带 , 中 靶 等 位 基因 由 于 neo 基因 的 插入 将 显示 12 kb 
的 阳性 条 带 。 
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A 
Hp As o 
[一 一 一。 打 权 载体 
x pGK-neo 
Ba Hp As Hi No XI 
上 一 一 ! LIE Smads 
P L 6 等 位 基因 
Ba H N a 
L È A Pu STER 
p6K-neo 
B — 
Ne © v -weinw Ea 
aasre swetsen oe |=1BEP 


图 10- 4 Samd5 SARI RGR RATE A ES 细胞 的 第 选 。 


A. 构 建 打 园 载体 的 策略 。 黑 色 正 方形 表 永 第 6 SMD. B.Somhern RIME HE ES 细胞 。 基 因 组 DNA 用 Ban HT 
和 Sho [消化 ,用 A 中 标记 为 P 的 片段 作为 杂交 的 探 针 。 


四 、 基 因 列 除 小 和 饼 的 获得 及 鉴定 


中 由 ES SHARES BES AER) E. C57BL/61 ARES, EES LE 
植 引入 假 孕 母 鼠 的 子宫 中 并 使 其 发 育 至 出 生 。 获 得 的 高 符合 度 子 代 小 鼠 与 野生 型 小 鼠 杂 交 以 
获得 经 种 系 遗 传 的 Smads 基因 剔除 杂 合子 小 鼠 。 将 Smads HAURRA TRATAR 


获得 Smad5 基 


别 除 纯 合 子 小 遍 。 对 176 只 smad5 基因 剔除 杂 合子 小 鼠 交 配 产生 的 后 代 进 


行 基因 型 鉴定 的 结果 ( 表 10 - 1) 显 示 没 有 纯 合 子 小 鼠 , 表 明 Smads MAW SBA RER 


死亡 。 为 了 了 解 


Smad5 纯 合子 胚胎 死亡 的 时 间 , 对 不 同时 期 的 小 鼠 跃 胎 进行 了 表 型 观察 和 基 


因 型 鉴定 ( 表 10- 1) ,结果 表明 ,异常 发 育 的 胚胎 在 胚胎 期 8.5 - E11.5 出 现 , Smads f FE 


胎 在 El0.5- 11. 


5 死亡。 所 有 这 些 实验 证 据 表 明 , Smads 基因 缺失 导致 小 自在 且 胎 期 El1.5 


前 死亡 。Smad5 HAARR REEI URIK AT REER. 


对 于 任何 基 


打靶 突变 型 小 鼠 ,一般 可 用 3 条 赛 核 并 酸 配 成 2 对 PCR 反应 引物 ,通过 2 个 


PCR 反应 区 分 野生 型 、 杂 合 型 和 纯 合 型 等 3 种 不 同 的 基因 型 。 在 打靶 载体 neo 基因 插入 位 点 


两 侧 设 计 引 物 1 
CTCCCGCTA -3’ 
物 2 和 neo 基因 | 


(5 — TAAACAATCGTGTTGCCGAAGC - 3') 和 引物 2(5’ - AATGAATTGTATC- 
) ,两 者 能 从 野生 型 Smad5 等 位 基因 上 扩 增 出 231 bp 的 阳性 条 带 。 如 果 用 引 
上 的 引物 3 配对 进行 POR 反应 , 则 可 从 突变 等 位 基因 上 扩 增 出 290 bp 的 阴性 


条 带 。 为 了 更 有 效 地 区 分 野生 型 等 位 基因 和 突变 型 等 位 基因 ,本 实验 采用 引物 3 和 引物 4 配 


对 进行 PCR 反应 


(图 10- SA) ,从 突变 等 位 基因 上 扩 增 出 510 bp 的 条 带 。 如 图 10- 5B 所 示 , 来 


自 每 个 胚胎 的 基 


组 DNA 分 别 用 PL/P2 以 及 P3/P4 进行 PCR 反应 ,只 能 扩 增 出 231 bp 条 带 的 
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胚胎 为 野生 型 ;同时 扩 增 出 231 bp 和 510 bp 条 带 的 胚胎 为 杂 合 型 ;只 能 扩 增 出 510 bp 条 带 的 
胚胎 为 突变 纯 合 型 。 

利用 来 自 野生 型 和 纯 合子 胚胎 的 RNA 进行 Northem 杂交 ,结果 如 图 10 - 5C 所 示 , Smad5 
突变 纯 合 子 胚胎 中 检测 不 到 任何 Smad5 基因 的 转录 本 ,而 与 Smad5 高 度 同 源 的 Smad | 基因 在 
野生 型 胚胎 和 突变 型 胚胎 中 均 正常 表达 。 这 些 结 果 表明 ,采用 以 上 策略 进行 Smads 基因 剔除 
导致 无 义 突变 (null mutation) 。 


五 、 基 因 剔 除 小 筷 的 表 型 分 析 


利用 组 织 和 病理 学 分 析 以 及 分 子 生物 学 技术 对 基因 剔除 小 鼠 进 行 表 型 分 析 , 可 以 了 解 靶 
基因 在 哺乳 动物 发 育 过 程 中 的 功能 。Smad5 纯 合 子 胚胎 在 E11.5 前 死 于 多 种 胚胎 及 胚 外 组 织 
缺陷 (图 10 -5D) ,表明 Smads 基因 是 小 鼠 胚 胎 正常 发 育 所 必需 的 。Smad5 突变 胚胎 在 E9.5 
后 表现 出 与 BMP -4、TGF - 工 及 TCF - I 型 受 体 基 因 吻 除 小 鼠 类 似 的 血管 形成 缺陷 的 表 型 。 
Smad5 缺陷 型 胚胎 的 血管 形成 可 以 发 生 ,因为 其 卵黄 膜 及 胚胎 均 可 检测 到 内 皮 细胞 粘 附 分 子 
(pECAM) 阳 性 的 血管 内 皮 细胞 。 进 一 步 的 研究 结果 表明 Smad5 突变 胚胎 血管 直径 增加 ,不 能 
形成 正常 的 血管 网 络 ,可 能 与 胚胎 内 增加 的 间 充 质 细胞 镁 亡 以 及 血管 外 周 减少 的 平滑 肌 细 胞 
有 关 。 这 些 结果 显示 , Smads 可 能 介 导 TGF - 工 信 号 在 毛细 血管 形成 过 程 中 调节 内 皮 细 胞 - 间 
充 质 细胞 间 的 相互 关系 。Smad5 在 原 肠 期 发 生 的 E7.0 天 便 在 小 鼠 胚 胎 表达 。 它 在 胚胎 期 
E9.5 及 E10.5 天 的 表达 与 TGF -1 及 TCR - 条 型 受 体 的 表达 高 度 一 致 。 值 得 注意 的 是 ,以 前 的 


表 10-1 Smads 杂 合子 小 鼠 交配 产生 子 代 小 鼠 的 表 型 和 基因 型 分 析 


年 龄 正常 表 型 不 正常 吸收 +/+ AR +- -/- 总 计 
E8.5 35 2 1 9 18 20 38 
E9.5 79 2 2 27 52 2 103 
E10.5 48 13 2 18 30 15 63 
Ell.5 40 2 5 13 27 7 57 
出 生 后 176 0 0 71 105 0 176 
A As Hi 
Smad5 


等 位 基因 4, PIP <P2 
pE 
等 位 基因 


C 


图 10-5 Smads 基因 剔除 小 鼠 的 基因 鉴定 及 其 表 型 
A. 基 因 型 鉴定 引物 的 设计 。PL.P2 和 4 位 于 Smads 基因 的 第 6 外 显 子 中 ,P3 位 于 阳性 筛选 标记 基 pOK - neo 中 。 
B.PCR 鉴定 基因 型 结果 。1. PIPI Smads 野生 型 等 位 基因 ;2. P3/P4 扩 增 Smads 基因 殊 除 等 位 基因 。C. Northem 
杂交 结果 。1. 野生 型 胚胎 ;2. Smad5 REM FE, D. E105 BFA: RUBIA (Ze) Smad5 RENA THE 
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许多 体外 实验 结果 将 Smads EF BMP 信号 转 导 通路 而 非 TGF - 1 通路 中 , Smad5 2 SBR AN 
BLS TCR -I 及 TGF -il 型 受 体 基因 别 除 小 鼠 相 似 的 表 型 ,提示 体内 各 Smads 信号 通路 可 能 存 
在 复杂 的 相互 作用 。 


第 四 节 ”常用 实验 操作 方法 


一 、 小 所 基因 组 DNA 的 制备 


BY RAIS 10 ~ 14 4 小 鼠 的 尾 尖 约 0.5 cm, 置 于 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 400 pL BRR 
缓冲 液 (0.5% SDS, O. 1mol/L NaCl,0.05 mmol/L EDTA,0.01 mmol/L Tris. Cl, pH8.0, RAR K 
100 g/mL) ,50 和 保温 过 夜 ,再 按 以 下 方法 制备 基因 组 DNA。 

1. 每 离心 管 加 入 200 tL 饱和 的 NaCl(6 mol/L). 
2. 将 离心 管 置 于 纸 侈 中 剧烈 昆 动 200 次 。 

3. 置 于 冰 上 ,10 min, 

4. Ki 14 000 r/min 离心 ,10 mins 

5 

6 


. 将 上 清 500 pL 转移 至 干净 的 1.5 mL 离心 管 中 , 每 管 加 入 0.8 mL 乙醇 , 混 匀 。 
14 000 r/min 离心 ,5 min. 
7. 室温 干燥 ,将 DNA BAF 50 ~ 100 pL TE 中 ,37 CORRE DNA 完全 溶解 后 可 用 于 PCR 
或 Southem 杂交 分 析 。 


二 、 基 因 组 DNA 的 PCR 分 析 


1. 用 于 PCR 反应 的 基因 组 DNA 沉淀 可 于 50 CH2 ho BEE PCR 反应 前 将 样品 振 落 混 
色 。 符 样品 将 用 F Southem 杂交 分 析 , 则 最 好 将 样品 置 于 37 溶解 过 夜 ,并 避免 振荡 。 
2. 设置 PCR 反应 : 


待 测 DNA 样品 1.0 pL 

5 引物 (20 pmol/ pl.) 1.0 ph 

3 引物 (20 pmol pL) 1.0 pL 

20 mM dNTP 0.125 pL 

Taq RA 0.125 pL 

10 x PCR 反应 缓冲 液 2.5 ph 

HO 19.25 pL 
3. PCR 反应 条 件 : 

50 % ,10 min 

94 © ,2 min 

94 C ,30 s;60 T,30 s;72 T,2 min,30 个 循环 。 

72 ©, 10 min 


4. 在 27 AES E BIRRE ER 6. 
三 、 基 因 组 DNA 的 Southen 杂交 分 析 


1. 用 -~ 种 或 多 种 限制 性 内 切 酶 消化 适量 的 基因 组 DNA{ 约 10 pg DNA 于 30 pL 反应 体 
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积 )。 

2. 在 琼脂 糖 凝 胶 (0.65% ~ 0.8% ) 上 缓慢 电泳 (22 V), 24~48 ho 

3. 电泳 完毕 后 在 紫外 光 下 照相 , 沿 凝 胶 边 缘 放 置 一 透明 荧光 直 尺 ,以 便 能 从 照片 中 读 出 
DNA 标准 参照 物 的 迁移 距离 。 

4. 将 凝 胶 置 于 数 倍 体积 的 0.25 N HCI 中 浸泡 20 min, 并且 温和 地 不 断 振 摇 。 

5 将 凝 胶 浸 泡 于 数 倍 体积 的 变性 缓冲 液 中 (1.5 M NaCl,0.5 N NaOH) , 漫 泡 30 min, 温 和 
Sue. 

6. 痉 去 亦 性 缓冲 液 ,加 入 数 倍 体积 的 中 和 缓冲 液 (1 M Tris HCl pH7.4, 1.5 M NaCl) ,于 室 
AWE 30 min. 

7. HEERE T 20 x SSPE 中 ,室温 30 min. 

8. 用 毛细 管 转移 法 或 电 转移 法 将 DNA “PERU PARSE IBC BRES ERAT ER BRL 

9. 转移 结束 后 ,用 错 笔 标记 凝 胶 加 样 孔 的 位 置 。 

10. UV 照射 交 联 (120 mg/cm?) « 

11. 2 x SSPE ,室温 漂洗 。 

12, 将 滤 膜 置 于 两 组 3 MM 滤纸 中 间 ,用 真空 护 于 30 CHIE 1 he 

13. 将 滤 膜 置 于 预 杂交 液 中 (10 x Denharde’s,4 x SET,0.1% SDS,0.1% NajHP,07, 100 pg/mL 
变性 的 钙 精 DNA), 杂交 瓶 于 65 CHAR 1 ho 

14. 将 DNA 探 针 和 链 精 DNA, T 100 CHIZ 5 min 使 其 变性 ,迅速 置 于 冰 上 5 mino 

15. 取 200 pL DNA 探 针 和 100 pL(10 mg/mL) #E4 DNA 加 入 10 mL 新 的 预 杂 交 液 中 。 

16. 将 杂交 瓶 中 的 预 杂交 液 弃 去 ,加 入 含有 变性 探 针 的 杂交 深 。65 CRRA 

17. 将 滤 膜 转移 至 盛 有 数 百 毫 升 的 漂洗 缓冲 液 (0.4x SET,0.1% SDS, 0. 1% Na,H,P,0,) 
中 ,于 65 水 滩 揪 床 中 温和 摇动 漂洗 2 次 ,每 次 10min。 

18. 将 滤 膜 秆 于 两 张 3 MM 纸 中 稍 事 干燥 ,用 Saran 保鲜 腊 包 好 滤 膜 , 贴 上 数 张 荧光 标签 ， 
以 便 以 后 校准 放射 自 显影 与 滤 膜 的 位 置 。 

19. 将 滤 膜 置 于 久光 片 夹 中 于 一 70 CHEREÉ 12 ~ 48 ho 


20 x SET 缓冲 液 : 

3M NaCl 

0.4M Tris*HCl, pH7.5 
20mM EDTA 


四 、 用 原 代 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 制备 饲养 层 


具有 分 化 全 能 性 的 小 限 凸 胎 十 细胞 (ES 细胞 ) 长 时 间 的 墙 养 和 维持 必须 利用 成 纤维 细 
作为 饲养 层 ,或 是 在 添加 了 LIF 的 培养 基 或 条 件 培养 基 中 生长 。 从 各 种 小 鼠 品 系 中 分 离 的 胚 
胎 成 纤维 细胞 在 支持 ES 细胞 生长 的 功能 方面 没有 显著 性 差异 。 如 果 胚 胎 成 纤维 细胞 要 用 于 
打靶 实验 ,还 必须 具有 C418 的 抗 性 ,通常 可 从 携带 neo 基因 的 转基因 小 鼠 或 者 基因 剔除 小 鼠 
中 分 离 。 以 下 是 分 离 胚胎 成 纤维 网 臣 的 具体 方法 : 

1. 将 怀孕 14 4 的 母 鼠 处 死 , 打 开 膜 腔 ,取出 带 有 胚胎 的 子宫 。 在 PBS 中 将 胚胎 从 子宫 中 
解剖 出 来 ,让 入 无 菌 的 100 mm 培养 四 中 。 

2. ARDRE .羊膜 和 胎盘 ,将 胚胎 在 新 鲜 的 PBS 中 洗 2 次 。 

3. 用 一 对 钵 子 将 胎盘 的 头 及 内 胜 去 除 ,用 消毒 剪刀 将 胎 电 剪 成 小 的 碎片 (1 ~ 3 mm ) ,加 
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人 PBS 洗 至 液体 基本 无 色 。 

4. 将 胎 鼠 碎片 转移 至 含 PBS 的 15 mL 离心 管 ,1 000 r/min, 离 心 2 ming 

5. 齐 上 清 , 加 入 5 mL 0.25% 胰 蛋白 酶 ,37 CC ,处理 30 min, MA 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 
培养 基 , 用 吸管 反复 歇 打 。 

6. 1000 r/min, 离心 2 mins 

7. 弃 上 清 , 加 入 饲养 展 细胞 培养 基 并 将 细胞 转移 到 150 mm 培养 四 中 置 于 含 5% CO 的 网 
胞 培养 箱 中 37 乞 培 养 2~3 d, 通 常 第 3 d 胚胎 成 纤维 细胞 已 长 满 培养 一 。 

8. 将 胚胎 成 纤维 细胞 从 1 个 培养 乌 转 移 至 3 个 培养 多 ,3 d 后 可 将 细胞 用 含 10%DMSO 的 
培养 层 细胞 培养 基 冻 存 。 这 种 细胞 即 是 原始 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 。 

原始 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 用 作 人 饲养 层 细 胞 之 前 ,必须 用 丝 裂 霉 素 CCmitomycin C) 按 以 下 方 
法 处 理 ,使 它们 停止 生长 ,这 样 它们 既 能 支持 ES 细胞 的 生长 又 不 会 比 培养 的 ES 细胞 生长 的 


1. 取 ! 管 原始 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 在 40 水 浴 快 速 解 冻 , 将 细胞 转移 至 有 2 mL 培养 基 
的 离心 管 中 ,1 000 r/min, 离 心 2 ming 

2. 弃 上 清 , 加 和 人 新 鲜 的 饲养 层 细胞 培养 基 , 并 转移 至 2 个 100 mm 的 培养 加 中 , 置 于 37 C 
的 C0s 培 养 箱 中 培养 。 

3. 3 天 后 ,将 细胞 用 胰 和 蛋白酶 消化 并 转移 至 6 个 150 mm 培养 姐 中 ,37 CHASE 3 do 

4. 将 细胞 从 6 个 150 mm 培养 下 转移 至 12 个 150 mm 培养 外 中 ,37 CHF 3 ~ 4 do 

5. 将 细胞 从 12 个 150 mm 培养 钥 中 转移 至 40 个 150 mm 培养 四 中 ,37 CJE 3 ~4 do 

6. 弃 去 培养 基 , 用 PBS 洗 一 次 。 向 每 个 培养 生 中 加 入 3 mL 0.25% 胰 和 蛋白酶。 处 理 10 min 
后 ,加 入 5 mL 饲养 层 细 胞 培养 基 终 止 反 应 。 

7. 将 细胞 收集 人 50 mL 离心 管 ,1 000 rmin ,离心 2 mino 

8. 加 入 冻 存 培养 基 (1596 FCS, 10% DMSO,75% DMEM), 总 共 40 mL, 下 吸管 反复 吹 打 混 
匀 细 胞 ,迅速 分 成 40 小 管 冻 存 于 - 80 所 备用 。 这 样 制备 的 饲养 层 成 纤维 细胞 每 管 解冻 后 通 
常 可 以 铺 满 3- 4 个 90 mm FL, 

准备 600 mL 饲养 层 细胞 培养 基 可 参考 以 下 配方 ， 


500 mL DMEM 
6 mL L- SRR 

6 mL 非 必 需 氨基酸 溶液 (10 mM, 100 x ) 

6 mL 青 链 霉 索 溶 液 (5 000 单位 青霉素 ,5 mg $EBER/100 mL) 
4 ml 殖 基 乙醇 

90 mL 胎 牛 血清 


用 一 次 性 过 滤 瓶 过 滤 , 置 丁 4 所 冰箱 中 备用 。 在 此 培养 基 中 添加 1 000 U/mL LIF 即 可 用 
于 ES 细胞 的 培养 。 
五 、 小 鼠 胚 胎 干细胞 的 常规 培养 
小 鼠 胚 胎 干细胞 的 培养 和 遗传 操作 是 基因 打 各 过程 中 最 关键 的 环节 。 这 一 环节 之 所 以 重 
要 ,是 因为 必须 在 ES 细胞 堵 养 过 程 中 维持 其 正常 核 型 ,并 保证 在 被 引入 受 体 圳 胚 时 保持 其 高 
效 形 成 功能 性 生殖 细胞 的 能 力 。 另 外 这 一 阶段 的 实验 费用 昂贵 ,工作 量 大 、 实 验 周 期 长 。 妥 普 


维持 转 染 前 的 ES AL ANP RES AS ES 细胞 均 同样 重要 。 由 于 ES 细胞 对 去 垢 剂 高 度 敏 感 , 故 建 
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议 在 ES 细胞 培养 中 尽量 使 用 一 次 性 培养 器 阵 。 正 常 的 ES 细胞 在 饲养 层 细胞 上 应 形成 隆起 
的 ,致密 的 ,边缘 光滑 的 集落 。 如 果 ES 细胞 克隆 变 得 扁平 或 者 表面 变 为 粗粮 的 内 胚层 细胞 ,在 
使 用 这 些 ES 细胞 进行 打靶 实验 前 ,应 重新 检测 这 种 ES 细胞 整合 到 生殖 系 的 能 力 。 

不 同 的 ES 细胞 系 对 在 体外 培养 并 保持 未 分 化 状态 的 生长 条 件 要 求 不 尽 相同 。 由 于 建 系 

初 所 用 的 培养 条 件 不 同 ,因此 大 多 数 ES 细胞 在 生长 培养 基 、 传 代 之 间 的 生长 时 间 .每 一 代 所 

接种 的 细胞 数 、 胰 蛋白 酶 消化 的 程度 、 培 养 箱 中 的 CO, 浓度、 饲养 层 细胞 的 类 型 都 不 尽 相 同 。 
另 有 儿 个 在 培养 过 程 中 应 注意 的 细节 是 :ES 细胞 应 以 较 高 的 密度 培养 ,每 2~ 3 d 1:3 传代 一 
次 ,每 天 更 换 培 养 基 ;成 团 的 ES 细胞 容易 分 化 ,因此 每 次 用 胰 蛋 白 酶 消化 ES 克隆 时 ,应 力争 使 
ES 细胞 全 部 变 成 单 细胞 ; 应 尽量 减少 ES 细胞 在 体外 的 操作 时 间 ,同时 尽 可 能 多 地 冻 存 早期 的 
ES 细胞 或 者 中 起 ES 细胞 ;用 于 打靶 实验 或 者 厢 胚 显 微 注射 的 ES 细胞 在 实验 前 不 能 在 体外 培 
养 时 间 太 长 。 

一 般 ES 细胞 每 2~3 d 以 1:3 比例 传代 一 次 。 培 养 ES 细胞 的 培养 四 在 接种 饲养 层 细胞 
前 最 好 用 0.1% 明胶 处 理 。 

1. 弃 去 原 培养 基 , 加 和 人 1.5 mL PBS BE 1 Ke 

2. 加 入 1.5 mL 0.25% 胰 蛋白 酶 - EDTA 溶液 ,消化 5 min 后 ,加 入 含 15% 胎 牛 血清 的 
DMEM 高 糖 培养 基 中 和 胰 蛋 白 酶 。 

3. 用 吸管 轻 轻 吹 打 , 直 译 成 为 单 细 胞 悬 液 。 

4. 将 细胞 悬 液 按 1:3 的 比例 转移 到 新 的 含有 饲养 层 的 35 mm 细胞 培养 加 中 , 补 加 一 些 相 
同 的 培养 基 。 

5. 将 细胞 晤 液 择 匀 后 , 置 人 5% CO0:、37 TARERE o 

6. 每 日 换 液 一 次 , 若 细胞 长 满 可 传代 。 


六 、ES 细胞 的 冻 存 和 复苏 


ES 网 胞 可 以 象 其 他 组 织 培养 细胞 一 样 , 用 10% DMSO 作为 冻 存 保护 剂 进 行 诛 存 。 与 常规 
方法 一 样 ,细胞 应 慢 冻 速 融 。 对 于 长 期 保存 ,细胞 应 冻 存 丁 液 氮 ;对 于 短期 保存 (6 个 月 内 ) ,细胞 
可 以 保存 于 -70 CHI. ES 细胞 的 最 佳 冻 存 密度 为 5x 10 ~ 10 x 10° cells/mL。 每 个 100 mm 培 
养 到 培养 的 细胞 约 可 洪 存 于 3 个 1 mL 的 冻 存 管 。 复 苏 细胞 时 要 快 , 尽 可 能 去 除 培养 基 中 的 
DMSO. 

SIAL FWA ES 细胞 : 

1. 以 一 个 100 mm 组 织 培养 亚 中 的 ES 细胞 为 例 。 首 先 吸 去 培养 基 , 加 入 10 mL PBS, 

2. 吸 去 PBS, 加 入 1 mL 0.25% 胰 蛋 白 酶 - EDTA,37 CHAE 5 mina ` 

3. 加 入 5 mL € 15% HGP MR RAR RR RE, MEER aT (BEB 20 次 )， 
AE ES 细胞 尽 可 能 地 分 散 成 单 细胞 。 

4. 收集 细胞 悬 液 于 15 mL 离心 管 中 ,1 000 r/min, 离 心 5 min。 去 除 上 清 , 重 新 悬浮 细胞 于 
1.5 mL 饲养 层 细胞 培养 基 中 。 

5, 分 装 ES 细胞 悬 液 于 1 mL 冻 存 管 中 , 每 管 0.5 mL。 冻 存 管 中 预 装 0.5 mL 细胞 冻 存 液 
(20% DMSO,25% FCS,55% DMEM, 每 次 新 鲜 配 制 ) 。 

6. 混 匀 每 管 细胞 ,快速 转移 到 预 冷 的 泡 淋 塑料 盒 中 ,保存 于 -70 所 冰箱。 

7. 24 kh 后 转移 冻 存 细胞 至 液 氮 中 。 

参照 以 下 方法 复苏 ES 细胞 : 
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1. 取出 冻 存 管 ,在 预 热 至 37 ~ 39 的 水 中 迅速 播 动 ,使 细 泡 最 液 尽快 融化 。 

2. 将 细 泡 上 芒 液 由 冻 存 管 转移 至 一 无 菌 离心 管 中 , 离 心 管 中 预 先 加 入 了 3 倍 体积 的 含 15% 
胎 牛 血清 的 DMEM 高 糖 培 养 基 EST. 

3. 离心 管 加 盖 离 心 , 1 000 r/min, 10 min, 

4. 弃 上 清 ,加 入 常规 培养 ES SA AO FRAG AR PE A AB 

5. 将 细胞 悬 液 移 人 接种 有 饲养 层 的 100 mm 培养 中 中 , 补 加 适量 的 培养 基 至 总 体积 约 为 
12 mL。 

6. HRA 5%C0,,37 培养 箱 中 培养 ,次 日 换 液 。 长 满 后 ,可 按 常规 方法 传代 。 

da w) 
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Ç 第 十 一 章 
转基因 动物 技术 


内 容 提 要 


转基因 动物 的 原理 和 方法 中 主要 介绍 了 有 关 转 基因 概念 目的 基因 的 设计 和 两 种 转 基 
因 方 法 的 原理 。 以 大 鼠 为 例 , 介 绍 显 微 注射 法 进行 转基因 的 操作 步 玉 ,包括 仪器 试剂 ,外 源 
基因 和 实验 动物 准备 和 显 徽 注射 技术 。 简 要 介绍 转基因 整合 与 表达 的 检测 方法 。 


转基因 动物 自 1980 ~ 1981 年 产生 后 ,迅速 发 展 。 它 克服 了 物种 之 间 的 生殖 隔离 ,实现 了 
动物 物种 之 间 遗 传 物质 的 交换 和 重组 ,这 不 仅 为 遗传 物质 的 研究 提供 了 新 的 手段 ,丰富 了 物种 
的 基因 库 , 也 扩大 了 生命 科学 的 视野 。 由 于 转基因 动物 技术 具有 分 子 及 细胞 水 平 操作 、 整 体 表 
达 的 特点 ,使 得 人 们 能 从 更 完整 的 系统 中 去 认识 生物 分 子 的 作用 , 现 已 广泛 应 用 于 医药 农业 
及 生物 学 领域 。 在 医学 领域 已 用 于 遗传 病 ,肿瘤 \ 心 血管 疾病 、\ 免 疫 性 疾病 的 研究 ,包括 建立 疾 
病 的 病理 模型 ,探讨 其 病因 、 发 病 机 理 和 基因 治疗 方法 ,研究 基因 表达 调控 以 及 进行 药物 干预 
和 新 药 的 开发 实验 等 。 建 立 疾病 的 转基因 动物 模型 是 转基因 动物 技术 应 用 于 医学 方面 的 一 个 
重要 研究 内 容 。 转 基因 技术 可 以 在 动物 原来 遗传 背景 的 基础 上 ,通过 改变 某 种 基因 的 表达 水 
平 以 建立 人 类 疾病 的 动物 模型 。 这 种 模型 产生 疾病 的 原因 清楚 (由 转 人 的 外 源 基因 引起 ), 模 
型 动物 的 症状 单一 ,接近 于 病人 的 症状 。 在 人 类 遗传 病 研究 方面 对 单 基因 遗传 病 ,已 成 功 地 建 
立 了 镰刀 状 细胞 贫血 、 训 性 纤维 化 、 家 族 性 高 胆固醇 血 定 和 腺 苷 脱 氨 酶 缺乏 症 等 的 转基因 动物 
模型 ,以 研究 单个 基因 在 遗传 病 发 病 中 的 作用 。 在 农业 方面 ,转基因 农业 动物 研究 有 了 很 大 进 
展 ,尤其 在 通过 胚胎 细胞 或 体 细胞 将 基因 导入 牛 \ 猪 羊 和 山羊 ,产生 可 遗传 的 转基因 牲畜 方面 
发 展 很 快 。 说 明 转基因 牲畜 不 仅 可 作为 生物 反应 器 ,为 人 类 生产 基因 工程 产品 和 用 于 牲畜 品 
种 改良 ,提供 更 好 的 服务 ,同时 也 促进 了 胚胎 学 和 发 育 遗 传 学 的 飞速 发 展 ,并 开拓 了 医学 研究 
的 新 领域 。 


第 一 节 原理 和 方法 


一 、 转 基因 、 转 基因 动物 与 转基因 动物 模型 


转基因 动物 (transgenic animals) 是 指 基 因 组 中 整合 有 外 源 基 因 的 一 类 动物 ; 整 人 动物 基因 
组 的 外 源 基因 被 称 为 转基因 (transgene) 。 由 于 建立 转基因 动物 时 ,外 源 基因 可 能 只 整合 人 动物 
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的 部 分 组 织 细胞 的 基因 组 ,也 可 能 整合 进 动 物 所 有 组 织 细胞 的 基因 组 中 。 我 们 把 只 有 部 分 组 
织 的 基因 组 中 整合 有 外 源 基因 葛 动 物 , 称 为 嵌 合 体 动物 (chimera,mosaic animals) ,这 类 动物 只 
有 当 外 源 基 因 整 合 进 友 的 “部 分 组 织 细胞 " 恰 为 生殖 细胞 时 ,才能 将 其 携带 的 外 源 基 因 遗 传 给 
子 代 ;否则 ,外 源 基 因 将 不 能 传 给 子 代 。 一 般 用 胚胎 干细胞 法 ,逆转 录 病 毒 载体 法 产生 的 第 一 
代 转 基因 动物 均 为 嵌 合 体 动物 ,而 显 微 注射 法 得 到 的 第 一 代 转 基因 动物 ,也 约 有 20% 为 此 类 
动物 。 如 果 动物 所 有 的 细胞 都 整合 有 外 源 基 因 , 则 具有 将 外 源 基因 遗传 给 予 代 的 能 力 ,通常 把 
这 类 动物 称 为 转基因 动物 。 当 外 源 基 因 在 转基因 动物 体内 表达 ,并 培育 出 其 表 型 与 人 类 疾病 
症状 相似 的 动物 模型 , 则 称 其 为 转基因 动物 模型 。 
二 、 目 的 基因 的 设计 

目前 建立 转基因 动物 的 主要 策略 有 两 种 。 一 种 是 让 转基因 在 动物 体内 过 度 表达 的 方法 。 
最 常用 的 是 显 微 注射 方法 。 转 基因 可 用 基因 本 身 的 启动 子 , 也 可 拼接 组 织 特异 性 表达 的 外 源 
启动 子 ; 可 转 人 单 基因 ,也 可 转 人 双 基因 。 另 一 种 方法 是 让 基因 在 体内 灭 活 ,丧失 其 功能 。 这 
就 是 近年 来 发 展 的 用 胚胎 干细胞 进行 基因 打靶 技术 ,以 产生 基因 缺陷 的 转基因 动物 。 目 前 这 
种 方法 获得 成 功 的 多 半 是 在 小 鼠 上 进行 的 。 

这 里 所 指 的 目的 基因 即 所 说 的 外 源 基因 。 首 先 要 针对 实验 目的 设计 外 源 基因 ,要 么 设计 
随机 整合 型 基因 ,要 么 设计 基因 毅 除 (knockoub 型 载体 基因 。 用 显 微 注射 方法 进行 转基因 动物 
时 ,随机 整合 型 基因 从 结构 上 看 可 分 为 两 部 分 , 即 包括 含 调控 元 件 (regalatory element) 的 旁 侧 序 
列 (flanking sequence) 和 可 表达 的 结构 基因 (stmctural gene) 序 列 。 调 控 元 伯 部 分 :中 选用 结构 基 
因 的 天 然 启动 子 ,其 基因 必须 完整 ,应 包括 $ 端 上 游 的 启动 子 (promoterm) 区 和 3' 端 下 游 的 加 尾 
信号 (poly (A) signal) 区 等 。 一 般 所 含 周围 序列 长 度 在 500 bp 范围 内 , 即 含有 决定 基因 组 织 特 
异性 的 调控 元 件 。 以 转基因 自己 的 调控 元 件 进行 的 整合 可 增加 转基因 动物 基因 的 拷贝 数 ,以 
产生 组 织 特 异性 高 表达 。@@ 选 用 具有 高 表达 活性 的 强 启动 子 , 使 基因 在 特定 的 组 织 和 器 官 过 
度 表达 。 一 般 情况 下 , 需 先 删除 结构 基因 的 天 然 启 动 子 , 将 来 自 于 不 同 基因 的 强 启动 子 序列 
(甚至 增强 子 序 列 ) 和 结构 基因 拼接 成 融合 基因 使 其 高 表达 ,或 同时 具有 组 织 特 异性 高 表达 特 
性。 结构 基因 部 分 可 选用 基因 组 DNA 片段 或 基因 的 cDNA, 后 者 因 不 含有 内 含 子 可 使 外 源 基 
因 有 可 能 不 表达 或 弱 表 达 。 为 研究 基因 的 调控 元 件 ,有 时 结构 基因 部 分 可 选用 易于 检测 的 报 
告 基 因 。 通 常 使 用 报告 基因 是 由 干 转基因 与 内 源 基 办 的 同 源 性 较 高 ,使 转基因 不 易 检 测 ,为 此 
常常 在 结构 基因 的 内 含 子 中 插 人 或 在 其 后 随意 拼接 一 个 长 度 为 几 十 至 凡 百 碱 基 的 报告 基因 
(又 称 报告 序列 }。 用 基因 谢 除 进行 转基因 动 物 时 ,首先 要 设计 和 待 项 除 基因 有 同 源 性 的 靶 基 
因 载 体 即 打靶 载体 ,包括 用 于 正 负 筛选 的 标志 基因 ,利用 同 源 重 组 原理 进行 同 源 代 蔡 或 同 源 搬 
人 和 ,从 而 使 目的 基因 失 活 , 故 可 用 于 建立 基因 缺陷 动物 。 


三 、 转 基因 的 方法 

转基因 动物 的 基本 原理 是 将 改建 后 的 目的 基因 用 显 微 注射 等 方法 注 人 实验 动物 的 受精 久 
(或 着 床 前 的 胚胎 细胞 ) ,然后 向 将 其 值 人 受 体 动物 的 输卵管 (或 子宫 ) 中 ,使 其 发 育成 拟 带 有 外 
源 基因 的 转基因 动物 ,( 或 先 为 地 合体 动物 ,再 培育 为 转基因 动物 )。 人 和 人 们 可 以 通过 分 析 转基因 
和 动物 表 型 的 关系 ,从 而 揭示 外 源 基因 的 功能 ,培育 品种 优良 的 工程 动物 或 具有 与 人 类 疾病 证 
状 相似 表 型 的 动物 模型 。 以 下 介绍 最 常用 的 也 是 比较 成 功 的 两 种 方法 。 
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{ 一 ) 显 微 注射 法 

自从 1980 年 Gorden 等 首次 将 显 微 注射 技术 (microinjection technique) 用 于 小 鼠 受精 孵 的 基 
导入 以 来 ,该 技术 已 得 到 广泛 应 用 。 这 种 技术 多 数 是 用 小 鼠 , 现 已 用 于 大 鼠 、 免 .山羊 .绵羊 、 
和 猪 。 在 心血 管 研究 中 发 展 的 转基因 大 鼠 技 术 具有 特殊 的 重要 意义 ,这 是 因 小 鼠 体积 小 ,到 
受 限 。 显 微 注 射 技术 是 最 常用 的 转基因 方法 之 一 。 这 种 技术 采用 显 微 注射 仪 对 实验 动物 的 
精 卵 原 核 进行 注射 外 源 基 因 并 使 其 整合 到 动物 的 基因 组 ,从 而 得 到 转基因 动物 。 用 显 微 注 
产生 转基因 大 、 小 鼠 的 实验 步骤 如 图 11 -1 所 示 。 约 有 20% 的 大 、 小 刀 的 子 代 可 整合 有 外 源 
因 。 外 源 基因 整合 的 拷贝 数 从 一 至 数 至 个 不 等 ,一 般 情况 下 在 染色 体 的 单个 位 点 整合 ,有 时 
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能 在 两 个 不 同 染色 体 的 不 同位 点 整合 。 
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图 11-1 显 微 注 射 法 产生 转 基 玛 限 的 实验 步 宫 
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转基因 效果 的 分 析 , 主要 可 从 下 面 3 个 方面 进行 衡量 : 

(1D) 整 合 检测 :提取 鼠 尾 DNA 分 别 选用 : CARR: 四 PCR 分 析 ; OPC 产物 测序 ;四 
Southen blot. 

(2) 表 达 分 析 :提取 组 织 RNA 分 别 选 用 :DRT - PCR; OEE RT - PCR; @Northem blot; @) 
定量 RNA 保护 分 析 。 

(3) 蛋 白水 平 检测 :了 酶 活力 ;名 放射 分 析 ;@Wester blot; 国 免疫 组 化 分 析 等 。 

外 源 DNA 在 整合 位 点 主要 是 头 尾 相连 排列 。 转 基因 的 表达 不 仅 与 拷贝 数 有 关 , 也 与 整合 
位 点 的 染色 体 环 境 有 关 。 近 来 , 显 微 注 射 技术 已 用 于 下 调转 基因 大 、 小 鼠 中 的 基因 表达 。 这 种 
方法 先是 构建 一 个 从 相反 方向 把 一 部 分 cDNA 融合 到 启动 子 的 目的 基因 ,用 显 微 注射 方法 产 
生 转 基因 动物 ,使 转基因 表达 反 义 RNA。 在 转基因 动物 细胞 中 两 种 RNA 形成 的 双 链 将 阻 断 
mRNA 的 加 工 和 翻译 ,从 而 阻止 基因 的 表达 。 

显 微 注射 法 的 主要 优点 :四 在 具备 配套 仪器 和 熟练 操作 技术 之 后 ,实现 基因 导入 的 速度 快 
且 操 作 简单 ; 作 由 于 基因 是 导入 受精 卵 原核 内 ,外 源 基因 在 宿主 染色 体 上 的 整合 率 相对 较 高 ， 
较 少 产生 幅 合 体 , 有 利于 对 当代 转基因 的 表达 分 析 , 并 能 够 快速 地 建立 转基因 动物 品系 ;加 导 
人 外 源 基因 片段 的 大 小 无 限制 ,可 长 达 250 kb 等 , 旦 导 人 的 基因 也 无 需 载体 。 不 足 之 处 :中 外 
源 基因 的 整合 是 随机 的 , 故 整合 率 不 能 检测 , 因 整 合 引起 的 突变 和 位 置 效应 (在 转基因 播 入 部 
位 或 附近 存在 有 调节 序列 ) 可 使 转基因 表达 发 生 改 变 ;@@ 有 的 动物 原核 不 易 故 清楚 ,如 大 鼠 、 
H .山羊 等 , 需 经 特殊 处 理 , 才 能 有 效 旱 入 。 

(=) BARRE 

HARIR HER (knockout tectnology) 又 称 基因 部 向 技术 或 基因 打靶 (gene targeting) ,也 就 是 
将 构建 的 革 基 因 载 体 (简称 靶 载 体 ,又 称 打 轩 载体) 序列 导入 细胞 内 ,这 一 序列 就 可 以 与 该 细胞 
基因 组 内 的 同 源 序列 发 生 重 组 ,加 载体 被 放置 到 细胞 的 基因 组 内 ,实现 基因 定点 突变 ( 即 定点 
灭 活 ) ,建立 起 基因 定点 灭 活 的 细胞 系 或 基因 定点 灭 活 的 动物 。 基 因 剖 除 技术 自从 八 十 年 代 来 
开始 以 来 ,已 在 诸多 研究 领域 中 得 到 应 用 。 基 因 贡 除 的 过 程 是 先 要 在 构建 的 轰 载体 的 目的 基 
因 片 段 中 插入 -外 源 基 因 作 为 选择 的 标志 基因 并 使 目的 基因 灭 活 。 将 此 著 载 体 导入 既 可 培养 
又 有 发 育 全 能 的 胚胎 干细胞 (emhryonic stem cell, ESC, ES 或 Evans Kaufman cell, EK) 中 ,通过 与 
细胞 内 的 基因 同 源 重组 ,使 灭 活 的 基因 取代 染色 体 上 原 有 的 基因 。 利 用 标志 基因 产物 的 特殊 
药物 抗 性 进行 第 选 和 基因 型 鉴定 ,可 以 得 到 基因 定点 灭 活 的 ES 细胞 。 为 使 基因 缺失 的 细胞 能 
发 育 进入 细胞 系 ,将 重组 的 ES 细胞 注入 宿主 胚胎 胚 泡 腔 内 , 植 人 假 孕 母体 子宫 里 ,发 育成 带 有 
已 定点 灭 活 了 内 源 目的 基因 的 ES 细胞 的 种 系 嵌 合 体 。 通 过 杂 合 的 种 系 骨 合体 的 自 交 , 再 筛选 
出 纯 合 的 基因 殴 除 动物 。 进 一 步 对 基因 散 除 动物 的 表 型 和 基因 型 .基因 表达 及 其 产物 进行 分 
析 , 以 研究 被 规 除 基因 在 个 体 发 育 中 的 时 空调 节 和 基因 缺陷 所 出 现 的 表 型 异常 (一 些 表 型 消失 
和 一 些 表 型 出 现 ) ,建立 疾病 的 动物 模型 。 

四 基因 载体 的 设计 与 ES 细胞 定点 灭 活 基因 的 筛选 是 按 下 述 原理 进行 的 。 在 细胞 内 部 , 具 
A HOLE EE BRIE AY DNA 片段 之 间 , 可 以 相互 配对 并 发 生 交换 , 称 为 DNA 的 同 尖 重组 (homol- 
ogous recombination)。 通 常 革 基因 的 同 源 序列 在 5 ~ 7 kb 以 上 , 同 源 序列 一 般 应 选择 目的 基因 
的 功能 区 。 同 源 序列 中 间 插 和 人 的 选择 性 标志 基因 ,常用 的 有 新 霉 素 抗 性 基因 (neomycin - resis- 
tance gene ,neo) 等 。 同 源 序列 的 一 端 或 两 端 有 时 还 可 以 连接 上 负 筛选 标志 基因 ,如 单纯 疱疹 病 
EMF BALA (hemes simplex vims thymidine kinase, HSV - tk). G418 是 新 替 索 的 一 种 类 似 
物 ,对 真 核 和 原核 细胞 均 有 毒性 。 细 菌 的 neo 能 在 真 核 细胞 中 表达 。neo 编码 一 种 磷酸 转移 
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酶 ,这 种 酶 能 使 G4t 


8 失 活 。 当 细胞 表达 这 种 neo 基因 后 ,就 可 在 G418 的 选择 培养 基 中 存活 。 


Gancyciovir(GANC) 是 一 种 核 昔 酸 类 似 物 ,hsv - tk 表达 产物 可 使 CANC 转变 成 一 种 有 毒物 质 ,使 


细胞 死亡 。 因 此 , 转 入 有 hev- tk 的 细胞 不 能 在 含有 CANC 的 培养 基 中 生存 。 当 对 河源 重组 证 


含有 定点 灭 活 的 ES 


细胞 进行 筛选 时 , 先 要 对 在 靶 载 体 基 因 的 一 个 外 显 子 上 插入 的 neo 序列 ， 


用 含 抗生素 C418 的 培养 基 培 养 筛选 得 到 有 neo 的 细胞 ,此 为 正 选择 (positive selection)。 在 同 
源 重 组 过 程 中 ,由 于 hsy - 业 是 接 在 阅 源 序列 之 外 ,不 能 整合 到 ES 细胞 上 ,而 在 随机 插入 的 情 
况 下 ,由 于 整个 线性 的 外 源 DNA 片段 都 可 以 插入 到 ES 细胞 基因 组 中 , 故 hsv - tk 能 在 转化 后 
的 细胞 中 保留 下 来 。 当 细胞 在 含 GANC 的 培养 基 中 培养 时 , 凡 整 合 有 hsv- tk 的 细胞 就 不 能 生 
存 , 而 没有 hsv- tk 的 细胞 能 得 到 富 集 ,这 个 过 程 称 为 负 选 择 (negative seleetion)。 经 此 选择 ,外 
源 基因 未 整合 的 或 随机 整合 的 细胞 均 不 能 存活 , 唯 有 定点 整合 的 细胞 存活 。 这 就 是 目前 广泛 
被 采用 的 G418 和 CANC 正 负 选 择 法 (PNS)。 目 前 应 用 得 最 多 的 是 设计 带 有 正 、 负 筛选 标志 基 
因 的 葛 载体 。 遥 常 标 志 基 因 都 带 有 能 够 在 真 核 细胞 中 表达 的 启动 子 。 建 立 基因 缺陷 动物 的 主 
要 实验 步骤 如 下 :中 构建 对 基因 载体 ;@ 分 离 培养 ES 细胞 ;@ES 细胞 上 的 基因 操作 ;用 电 转 染 


法 等 将 缀 基因 载体 转 染 ES AMR; ORRERA VATE ES 细胞 的 移植 受 体 ;@@ 用 显 微 注射 
法 将 ES 细胞 克隆 注 人 到 胚 泡 腔 内 ,与 其 内 细胞 团 紧 靠 在 一 起 ,成 为 嵌 合 体 ;@ 将 注射 过 的 胚 


泡 ,经 培养 和 筛选 无 发 育 缺 损 的 囊 胚 ,移植 到 交配 第 3 d 的 假 孕 受 体 鼠 子 官 内 ,培育 出 种 系 柑 
合体 动物 ,经 传代 培养 得 到 纯 合 的 基因 缺陷 的 转基因 动物 。 
基因 融 除 技术 的 主要 优点 :名 可 用 多 种 方法 将 外 源 基因 导入 ES 细胞 , 且 鉴 定 与 得 选 比较 


BE OR FE 
HOA BR RE 


HE RE REE, EA SNR Ee BO RREA EK | OES 细 


胚 移 植 到 子宫 在 操作 上 比较 简便 。 不 足 之 处 :四 FS AWA OYE RAE A 


维持 是 一 种 高 难 技术 , 除 小 鼠 ES 细胞 外 ,至 今 还 未 能 得 到 其 他 动物 的 ES 细胞 ,从 而 使 基因 坑 


除 的 技术 应 用 受 限 和 


市 ;名 由 于 动物 所 有 器 官 在 整个 个 体 发 育 中 发 生 了 基因 突变 ,我 们 只 能 检测 


基因 项 除 动物 某 个 主要 基因 在 个 体 发 育 早期 所 起 的 作用 ,不 能 研究 动物 成 年 后 基因 的 功能 。 


许多 情况 下 是 纯 合 


子 活 不 到 成 年 阶段 。 最 近 发 展 了 一 种 条 件 敲 除 技术 (conditional knockout 


techniques) ,并 已 成 功 地 运用 于 Cre - lop 系统 ,这 是 从 细菌 噬菌体 Pl 得 到 的 一 个 重组 系统 ,可 
以 使 霓 基 因 失 去 活性 ,从 而 使 得 我 们 能 实现 在 特定 的 组 织 或 发 育 阶段 敲 除 某 个 特定 的 基因 ;@ 


由 于 整体 动物 具有 很 强 的 宽容 狂 , 单 基因 缺陷 在 整体 中 常 可 被 代 偿 ,一 定 程度 上 也 增加 了 建立 
转基因 动物 模型 的 复杂 性 ; @@ 所 得 个 体 为 嵌 合 体 , 筛 选 ,培育 动物 所 需 的 时 间 较 长 ;@ 由 于 ES 
细胞 的 培养 条 件 严格 ,对 技术 和 经 费 的 要 求 很 高 。 

目前 , 显 微 注射 法 是 较 普遍 采 玫 的 获得 转基因 动物 的 一 种 方法 ,本 章 将 在 以 后 的 两 节 中 ， 
结合 我 们 在 转基因 工作 中 的 实践 体会 ,以 转基因 大 鼠 为 例 , 对 显 微 注 射 法 再 作 较 详细 的 介绍 。 


(一 ) 仪 器 和 器 材 


1. 显 微 注射 仪 


第 二 节 ” 显 微 注射 法 的 操作 步 又 
一 、 实 验 条 件 的 准备 


。 由 一 架 倒置 显微镜 和 左右 各 一 显 微 操作 辟 组 成 。 仪 器 配 有 照相 和 监视 


屏幕 设备 ,并 与 拉 针 仪 和 解剖 显微镜 配套 放 雪 和 使 用 (图 11 - 2)。 倒 置 显微镜 用 于 好 微 注射 ， 
配 有 微分 相干 相差 装置 (DIC)。 由 10~ 15 倍 目镜 ,6.3x , 10 x 和 32 x 物镜 组 成 。 显 微 操作 辟 
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HE , 右 两 璧 组 成 , 装 在 显微镜 载 物 台 的 两 侧 , 左 例 接 持 卵 器, 右 侧 接 显 微 注 射 针 ,分别 用 以 控 
制 持 卵 器 和 显 微 注射 针 在 显微镜 视野 内 的 操作 和 调节 它们 的 三 维 空间 。 注 射 针 刺 入 受精 卵 有 
手动 和 电动 两 种 方式 , 后 者 可 用 电脑 来 控制 操作 程序 。 

2. 解剖 显微镜 。 

3. 拉 针 仪 。 

4. 微 注 射 针 和 移植 器 具 。 

(1) $58 (holding pipet) 的 制作 :双手 执 狠 细 玻 璃 管 的 两 端 ,将 管 的 中 部 置 酒精 灯 外 焙烧 
红 至 变 软 后 迅速 离开 火焰 ,同时 双手 外 伸 ,将 烧 软 的 部 分 拉 细 。 用 玻璃 万 或 细 砂 轮 小 心 将 细 管 
切 开 , 在 100 x 显微镜 下 观察 切口 应 平 齐 〈 如 不 平 齐 ,应 重新 切割 )。 然 后 于 酒精 灯火 焰 底 部 的 
蓝 焰 边缘 处 将 切口 钝 化 处 理 (即将 管 口 于 蓝 焰 边 缘 处 做 短暂 灼 烧 ,然后 于 显微镜 下 检查 管 口 形 
状 ,如 此 反复 ,直至 满意 ) 。 如 果实 验 室 配 有 持 卵 管制 作 仪 (如 日 本 Narishge 公司 的 MF - 9 型 加 
热 仪 等 ) , 则 可 在 显微镜 下 直接 监视 加 热 灯丝 对 持 卵 管 管 口 灼 烧 后 的 形状 ,及 时 调整 二 者 之 岂 
的 相对 位 置 ,更 易 得 到 满意 的 持 孵 管 。 理 想 的 瑟 控 持 卵 管 的 持 孵 端 外 径 50 ~ 100 pm, 内 径 20 
~ 30 mm, 而 泵 (如 注射 器 ) 控 制 的 持 卵 答 内 径 以 小 于 15 pm 为 宜 , 细 端 长 约 1 ~ 3 cme 

(2) #8548 (transfer pipet) 的 制作 :用 于 受精 卵 的 移植 ,基本 局 持 卵 管 的 制作 (但 襄 使 用 较 粗 
KRAE), RRI., ERAR ENT ,理想 的 移 孵 管内 径 应 约 为 100 ~ 150 pm。 移 卵 端 钝 
化 处 理 后 ,将 另 一 端 连 于 一 适当 长 度 的 硅胶 管 上 ,硅胶 管 未 端 可 接 一 次 性 口 控 管 ,构成 " 口 控 管 
-ERE - 移 卵 管 "的 操作 系统 。 

(GES Et (microinjection needle) 的 制作 : 按 拉 针 仪 (puller) 使 用 说 明 操 作 。 注 射 针 的 尖 部 
开口 应 小 于 1 pan. 

《4) 洗 卵 管 (fushing pipet) 的 制作 :基本 同 移 卵 管 的 制作 。 洗 卵 管 的 内 径 约 为 150 pm 为 宜 。 

5. 其 他 用 品 。 培 兰 捧 培养 由 (Petri culture dish), 毛细 玻璃 管 (外 径 1 mm) ,酒精 灯 和 玻璃 
刀 ( 或 小 砂轮 )。 


WRN 


图 11-2 显 徽 注射 仪 示 塌 图 
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{二 } 试 剂 


1. 培 养 液 。 培 养 液 需 要 用 重 蒸 去 离子 水 配制 ,经 微 孔 滤 膜 (0.22 Imm) 过 滤 除 菌 。 滤 器 、 滤 
膜 应 高 压 灭 菌 。 昌 前 实验 室 普遍 采用 两 种 培养 液 , 即 M2 和 M16 培养 液 。 
(1)M2 培养 液 :此 种 培养 液 ( 表 11 ~ 1) ,以 NaHCO; Hepes 增加 缓冲 能 力 , 主 要 用 于 洗 孵 和 


受精 卵 注射 用 。 

Hil-1 了 他 培养 液 的 组 成 及 杞 制 用 量 
成 分 mmol/L DFR 用 量 (B/D) 
NaCl 94.66 58.450 5.533" 
Kal 4.78 74.557 0.356 
CaCh -2H0 1.71 147,200 0.252 
KH,PO, 1.19 136.091 0.162 
MgSO, 7O 1.19 246.500 0.293 
NaHCO; 4.15 84.020 0.349 
Hepes 20.85 236.300 4.969 
乳酸 钠 23.28 112.100 2.610 

(R 60% PER 4.349g) 

ARH 0.33 110.000 0.036 
At 5.56 179.860 1.000 
牛 血清 白 蛋 白 4,000 
青霉素 C HER (100 U/mL) 0.050 
PBB EK (50 pg/mL) 0.050 
酚 红 0.010 
BAK 加 至 1L 


x* HREL C 培养 液 而 省 去 Ca 时, 则 NaCl 增加 至 5-68。 


配制 方法 : 


了 ) 准 确 称 取 hepes, 溶 解 于 50 ~ 100 mL 4 


体积 的 容量 瓶 内 。 
4) 将 D) .2) 的 溶液 加 到 容量 瓶 中 。 


EK. 
2) 称 取 青 每 素 WREEK CaCl, HT AK. 
3) 称 取 除 牛 血清 白 蛋 白 和 乳酸 钠 之 外 的 其 余 成 分 ,以 约 500 mL 的 重 蒸 水 溶解 后 , 置 人 1 


5) 若 是 乳酸 钠 糖 桨 , 则 需 用 10 mL 量 简 准确 量 取 后 再 加 到 容量 瓶 中 ,而 后 补 以 重 蒸 水 使 总 


体积 达 1 Lo 


人 6) 最 后 将 牛 血清 白 蛋 白 加 在 溶液 界面 上 ,使 


会 影响 蛋白 质 对 有 毒物 质 的 吸附 。 
7) 调 pH 至 7.2~7.4。 
8) 使 溶液 通过 高 压 灭 菌 的 滤器 除 菌 。 


慢 慢 溶 解 、. 混 匀 。 注 意 不 要 振 落 溶液 ,否则 


多 分 装 于 灭 菌 的 瓶 中 ,4 CRE 1, ~ 20 和 可 保存 较 长 时 间 。 
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(2)M16 培养 液 : 主要 用 于 受精 卵 在 贱 箱 内 培养 时 用 。 除 不 加 Hepes 外 ,其 他 成 分 同 M2。 

2. 石 螨 油 (分 析 纯 , 不 需 灭 菌 处 理 ) 。 

3. 透明 质 酸 酶 用 M2 培养 液 配 成 10 mg/mL 的 贮备 液 , 过 滤 除 菌 ， 分 装 保 存 (- 20 T). 

4, 孕 马 血清 促 性 腺 激素 (PMSG) 用 灭 菌 生 理 盐 水 配 成 100 IU/mL, 分 装 、 避 光 保 存 
(-20T). 

5. 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 {HCG5) 以 灭 菌 生理 盐水 配 成 100 IU/mL, 分 装 避 光 保 存 ( - 20 T). 

6. 麻醉 剂 。 采 用 长 春 解放 军 农 牧 大 学 兽医 研究 所 生产 的 846 合剂 。 

{ 三 } 外 源 基因 

用 于 签注 射 的 外 源 某 因 ,纯度 要 求 很 高 ,应 不 含有 颗粒 ,对 受精 卵 无 毒 。 可 用 线性 化 ,50kh 
以 内 的 DNA 片段 。 长 片段 的 基因 易 引 起 断裂 ,制备 和 操作 时 应 注意 。 制 备 和 配制 基因 及 试剂 
需 用 高 纯度 水 ,缓冲 液 为 10 mmol/L Tris, pH7.4, 0.1~0.25 mmol/L EDTA. AT FASS ULE Ti. 
用 于 转基因 的 DNA 样品 一 役 是 特定 的 基因 片段 , 需 经 琼脂 糖 电泳 后 分 离 制 得 。 凡 适宜 于 从 琼 
脂 糖 中 分 离 纯 化 DNA 的 方法 , 均 可 用 于 显 微 注射 用 DNA 的 制备 。 但 从 琼脂 糖 中 分 离 DNA 后 ， 
需 经 充分 纯化 才能 满足 转基因 的 需要 。 从 琼脂 糖 中 分 离 DNA 的 方法 较 多 ,可 根据 分 离 片 段 的 
大 小 来 选择 使 用 。 用 于 转基因 的 DNA 片段 -- 般 较 大 ,选用 透析 袋 法 ,V - 型 槽 法 和 玻璃 粉 法 均 
可 获得 满意 效果 。 基 因 浓 度 和 整合 拷贝 数 间 无 一 定 关 系 , 多 数 认为 应 在 1 ~ 5 ng/mL, 注 射 量 
在 1~2 pl《 微 微 升 )。 

{ 四 ) 结 扎 雄 鼠 的 准备 

实验 前 将 300 ~ 350 g 的 雄性 大 鼠 作 结扎 输精管 的 节育 手术 。 于 术 后 两 周 可 用 于 和 雌 鼠 交 
配 , 以 获得 假 孕 的 受 体 母 好。 通常 可 使 用 一 年 左右 。 雄 鼠 结 扎 输精管 的 手术 操作 如 下 ;体重 在 
300 ~ 350 g 的 骏 竹 大限 (Wistar 种 ) ,以 腹腔 注射 846 合剂 (0.1 mL/100 g 体重 ) 麻 醇 。 腹部 皮肤 
去 毛 ,酒精 消毒 , 沿 腹 中 线 皮肤 作 1.5 ~ 2.0 em 的 切口 。 用 镖 子 沿 腹壁 下 夹 住 白色 脂肪 组 织 后 
向 上 拉 出 切口 ,睾丸 、 和 输精管 也 随 之 被 提出 腹腔 。 在 涯 丸 下 方 有 一 白色 较 硬 的 细 管 即 输 精 管 。 
一 手持 银 夹 住 输精管 , 另 一 手持 尖 头 镖 子 将 输精管 周围 的 结缔 组 织 分 开 , 用 烧 红 的 银子 夹 住 这 
段 输精管 , 即 被 嵌 断 ,完成 结扎 手术 。 将 府 丸 送 回 腹 腔 。 重 复 此 步 操 作 以 结扎 另 一 侧 输精管 。 
切口 处 放 少 量 青 . 链 老 素 粉剂 后 缝合 ; 碘 酒 、 酒 精 消毒 ; 置 鼠 于 洁净 .温暖 处 , 待 其 苏醒 。 


二 、 供 体 鼠 和 受 体 鼠 的 同步 准备 


{ 一 ) 供 体 鼠 

选择 体重 230 ~ 250 g 的 动情 间 期 的 峻 局 (Wistar 种 大 鼠 ) ,于 第 1 天 中 午 12 时 腹腔 注射 20 
U Ze T HL SAE BR CRE (pregnant mare’ s serum gonadotropin，PMSC) ,第 3 天 中 午 12 时 再 注射 
200 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 (human chorionic gonadotropin, HCG) ,同时 将 峻 鼠 与 350 g 体 重 的 雄性 
大 鼠 按 1:1 比例 合 笼 ,一 般 当 晚 交配 。 第 4 天 清晨 查 崔 鼠 阴道 ,出 现 阴 栓 者 为 已 交配 的 供 体 
Bl, HBA 天 晚 7 ~- 8 时 将 其 处 死 ,获取 超 排 的 受精 卵 ( 光 周期 7:00 A.M. ~ 7:00 P.M.; 暗 周期 
7:00 P.M. ~7:00 A.M.)。 供 体 限 的 交配 率 一 般 在 75% ~ 100% 。 

注意 ; 供 体 鼠 制备 中 ,为 获取 含有 极 体 的 优质 受精 卵 , 需 采用 性 成 熟 的 正常 雄 鼠 ( 约 3508 
体重 ) 作 为 种 鼠 与 肉 鼠 交配 。 种 鼠 在 两 次 交配 间 应 间隔 3 天 ,还 应 严格 控制 光 , 暗 周期 。 卵 的 
超 排 数 量 与 激素 用 量 有 关 , 需 按 体重 计算 。 不 同 厂 家 及 批号 的 产品 , 需 作 预 实验 后 确定 最 佳 用 
量 。 - 般 每 只 大 原 排 卵 20 - 30 枚 即 可 。 将 肉 鼠 放 和 信雄 鼠 居住 过 的 笼 中 ,可 提高 交配 率 。 
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{二 ) 受 体 刀 

在 供 体委 注射 HCG 的 同时 ,将 230 ~ 250 g 处 于 动情 前 期 - 动情 期 的 肉 鼠 (Wistar 种 大 鼠 ) 
与 结扎 雄 括 ( 按 1:1 ECG) SCA KAR SAR IE IS A REA RR, 
可 用 于 受精 卵 的 同步 移植 。 受 体 鼠 的 自然 交配 率 在 25% ~ 50% 。 

注意 : 受 体 鼠 准备 中 ,将 数 只 动情 后 期 的 鼠 集中 同 秒 喂 养 几 天 ,有 助 于 动情 期 饼 的 挑选 , 提 
RAH, MARE IL) MDI SELLA TRH RAR, 

=, LAP RE 

PSL ARSE BEARER, MERRER. PEMD SS Tr DUFF AK SER RSE , 尾 方向 
OF AREA. MANA TEA AFA FARE ASH, RRA A ERDE 
WER. SSPE SAT OR EF MAE SUE BS A RA, PET RN BF ETRA 200 pL M2 培养 液 的 
UAN. ARGPH RE BEF ,左手 用 一 尖 头 钵 固定 输 卵 答 , A FAA RA  K 
BE 小口 , 可 见 一 团 白色 烙 性 的 包含 有 受精 卵 的 卵 丘 细胞 缓 缓 涌 出 。 小 心 取出 输卵管 部 分 ， 
置信 含 透明 质 酸 酶 (1 mg/mL) 的 培养 液 中 ,消化 5~6 min, 用 洗 卵 管 移出 游离 的 受精 卵 , 放 和 人 
新 鲜 的 M2 FR WE 3 次 ,在 200 x 显微镜 下 筛选 出 符合 要 求 的 受精 卵 。 每 次 将 30 ~ 40 枚 受精 卵 移 
AEA CHOP) TAS M2 培养 滚 中 ,用 于 微 注射 。 注 射 档 上 的 M2 培养 液体 积 为 30 ~ 50 
呈 , 并 以 石 螨 油 覆盖 ,以 免 在 注射 期 问 挥发 。 其 余 的 受精 卵 移 人 M16 培养 液 , 于 37 CHA 
培养 待 用 . 


四 、 受 精 儿 的 显 微 注射 

(一) 注射 前 准备 

检查 无 菌 吸 水 纸 , 玻 璃 刀 、 酒 精 灯 、 火 柴 、 消 毒 而 酒 和 酒精 是 否 备 齐 。 

2. 手 术 器 械 需 沉 沸 或 高 压 灭 菌 。 平 四 和 四 玻 片 应 高 温 处 理 (80 ,2 b) 以 灭 菌 和 除去 
DNase。 超 净 侣 和 微 注 射 室 事 先 用 紫外 灯 消 毒 。 

3. 用 前 将 M2 培养 液 放 CO, RAE 37 CPM 1 ho 

4. 微 注射 针 及 移植 器 具 ( 除 洗 卵 管 外 ) 艾 临 用 前 制作 。 

{二 ) 显 微 注射 操作 

1. 安 装 微 注射 针 及 持 卵 器 。 持 卵 器 和 注射 针 分 别 安装 在 显 微 注射 仪 的 左 、 右 操作 辟 上 。 
在 低 倍 镜 下 调节 持 卵 器 和 注射 针 的 位 置 ,使 其 在 视野 中 清晰 地 位 于 同一 平面 ,并 在 一 条 直线 
上 。 


2. 吸 入 外 源 基 因 。 将 注射 针 小 心地 插 人 到 外 源 基因 (DNA) 溶 液 中 ,使 其 充满 针 的 尖端。 
将 注射 针 放 回 到 右 操 作 壁 上 ,与 含 液体 石蜡 的 注射 器 连通 。 

3. 注 射 榴 的 准备 和 受精 卵 的 滴 入 。 用 止 玻 片 (或 培 替 氏 培养 亚 ) 作 微 注射 槽 ,在 超 净 台 内 
将 M2 培养 液 滴 和 人 四 玻 片 中 央 , 被 滴 的 直径 不 超过 em, 其 液 面 要 水 平 ,以 避免 折射 效应 ,在 
M2 液 滴 上 著 盖 一 层 石蜡 油 , 将 其 置 于 倒置 显微镜 的 载 物 台 上 ,于 低 售 镜 (6.3 x 10) 下 ,调节 焦 
距 至 清楚 为 止 。 

用 洗 卵 管 琢 出 在 37 CRA ALIGHT M16 培养 的 供 体 嘱 ,在 解剖 镜 下 移 人 M2 培养 液 中 洗 
涤 两 次 , 放 人 四 玻 片 液 滴 上 部 。 调 焦距 使 在 低 倍 钞 下 清楚 地 看 到 受精 卵 的 轮 孵 ,并 用 持 钨 妖 
将 卵 汇 素 到 一 起 。 
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4 .调节 卵 平面 。 重 新 调整 焦距 ,让 持 卵 器 、 卵 注射 针 位 于 同一 平面 内 ,以 便 自 如 地 操作 
Sa BABE LERES RERI NE— BOD DUE FN ER EOD, PEZE 
到 视野 中 央 , 转 换 高 倍 镜 (32 x 10) 或 用 40 x DIC 物镜 ,调节 焦距 到 两 个 原核 清晰 为 止 。 

5 .注射 外 源 基因 。 移 动 右 操作 和 臂 , 使 注射 针 的 针头 紧 靠 受精 卵 的 透明 带 , 调 节操 作 辟 上 下 
控制 旋钮 ,使 针 与 原核 处 于 同一 平面 上 ,快速 将 针 刺 入 受精 卵 雄 原核 内 , 旋 动 注射 器 ,将 基因 注 
入 原核 内 (图 11 - 3)。 若 见 原核 膨胀 , 则 继续 注射 ,使 体积 达到 原来 的 两 倍 。 注 射 基因 的 量 为 
1~ 2 pL, 迅 速 撤 出 注射 针 。 转 换 到 低 倍 镜 (3.2 x 10) 下 ,移动 持 卵 器 ,将 已 被 注射 基因 的 卵 移 
至 视野 内 在 持 卵 器 和 注射 针 以 外 的 另 一 区 域 ,以 区 分 未 注射 的 卵 。 重 复 上 述 操作 ,注射 另 一 枚 
卵 。 一 根 注射 针 一 般 可 注射 5~ 10 枚 卵 。 将 注射 后 的 受精 孵 移 至 M16 培养 液 中 ,洗涤 两 次 , 培 
养 至 移 人 假 孕 母 鼠 前 为 止 。 


图 11-3 小 鼠 受 精 卵 的 显 微 注射 


《 注 : 盛 有 外 源 基因 的 注射 针 正 刺 人 小 鼠 受精 卵 的 梭 原 核 中 ) 
注意 :受精 卵 中 有 雄 原 核 和 瞧 原 核 。 原 核 中 可 见 核 仁 。 通 常 雄 原 核 较 大 并 位 于 极 体 的 对 
侧 。 微 注射 中 正确 分 辨 受精 卵 的 雄 原 核 ,并 将 外 源 基 因 准 确 注射 到 雄 原 核 中 是 能 否 获 得 转 基 
因 鼠 的 关键 。 此 外 ,注射 时 徽 注射 针 不 要 触及 核 仁 ,避免 反复 刺 伤 透明 带 。 


五 、 转 基因 后 受精 卵 的 再 植 


(一 ) 受 精 卵 的 转移 

小 心地 将 注射 有 基因 的 卵 吸入 移 卵 管 , 卵 的 两 端 均 有 气泡 和 M2 液 间隔 。 

(二 ) 暴 露 输卵管 

将 麻醉 的 受 体 鼠 自然 放置 ,在 背 侧 最 后 一 根 肋骨 后 叫 陷 处 ( 相当 于 靠近 消 柱 左 侧 或 右 侧 1 
cm 处 )( 此 处 正 对 腹腔 内 卵巢 位 置 ), 去 毛 消 毒 , 作 1.5 em KHAO , FES , METH 
壁 将 卵巢 的 白色 脂肪 夹 住 提出 , 即 可 看 见 红色 卵巢 、 子 宫 和 输卵管 ,将 其 取出 置 切 口 处 。 卵巢 
和 输卵管 不 宜 拉 出 太 多 , 否则 会 影响 视野 且 有 可 能 产生 损伤 。 

(三 ) 找 喇叭 口 (输卵管 们 部 ) 

解剖 镜 下 ,将 卵巢 和 输卵管 置 于 适当 的 操作 部 位 。 在 血管 稀疏 处 用 眼科 刍 轻 轻 撕 开 卵巢 
和 输卵管 之 间 的 压 膜 ,裂口 不 大 于 3 mm。 吸 净 体液 ,左手 用 刍 子 伸 人 襄 膜 内 , 轻 轻 将 卵巢 和 输 


卵 管 分 开 , 可 看 见 其 中 的 输卵管 伞 部 (多 数 受 孕 母 鼠 的 伞 部 为 白色 、 丰 满 的 言 端 ) BEE 
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住 余部 项 端 ,上 提 至 裂口 处 , 交 与 左手 钵 ,左手 贸 子 轻 轻 夹 住 企 部 边缘 处 ,可 见 言 端 中 央 有 - -小 
He 

(四 ) 移 卵 

右手 先 将 移 卵 管 的 口 控 端 刚 于 口中 , 再 将 移 孵 管 从 伞 口 轻 轻 插入 伞 部 ,在 解 谭 镜 下 插入 
约 0.5 em, 小 心 移动 移 卵 管 ,已 确认 移 卵 管 已 插入 们 部。 用 口 轻 轻 将 受精 卵 吹 入 壳 腹 部 ( 至 第 
三 个 气泡 至 伞 口 )。 轻 轻 拉 出 移 孵 管 。 将 卵 策 和 输卵管 放 回 昨 腔 。 

(Hae 

切口 放 少 量 青 BER ,缝合 切口 。 碘 酒 和 酒精 灭 菌 。 将 鼠 编号 , 置 于 洁净 处 , 待 其 苏醒 。 
约 21 dd 分娩。 幼 鼠 出 生 3~4 周 后 即 可 进行 检测 。 

注意 : 

1 . 移 孵 管 的 长 度 和 内 径 要 合适 。 选 用 2-~3 cm 长 ,90 ~ 100 pm ABAE. TK KAP 
HARA, RHA; KM, FZMGAHAT, BPZRBER. 

2 HP A DWKAR, iY, HEP ARES A RAG RRS TS, RA 
率 高 (或 过 少 所 造成 的 个 体 大 ) 引 起 难产 或 死胎 。 

3 党 膜 开 口 时 应 避免 出 血 。 开 口 应 选择 无 血管 区 ,小 心 斤 开 。 如 果 人 血管 过 于 丰富 ,应 尽 可 
能 选 血 管 较 少 处 。 在 开口 前 或 一 旦 棋 裂 血管 后 , 均 可 分 别 夹 住 两 边 血管 或 该 血管 的 上 部 约 
2 min, 以 避免 出 血 。 

4. 提 夹 输卵管 们 部 时 不 可 用 力 。 用 力 过 大 , 们 部 断 弄 , 移 卵 管 难 以 插入 ;用 力 过 小 , 伞 部 易 
BLS BBP HY OH, KY ARE]. 

5 ASI SAGA MLA DA, DIERRE RK WM, ARRERA TTAN, E 
RFs EM RBM AM. 
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一 、 基 因 组 DNA 的 提取 


根据 所 用 检测 方法 的 要 求 , 尽 可 能 提取 纯化 ,以 提高 检测 反应 的 灵敏 度 和 效果 。 

以 下 简 柳 介绍 从 鼠 尾 分 离 基因 组 DNA 的 步骤 。 

1. 切取 1 ASF RUB 1 cm( 用 作 Southem 印迹 杂交 分 析 ) 或 取 2 ~ 3 AF RE 0.5 
em( 用 作 PCR 或 班 点 杂交 分 析 )( 通 常 10 ~ 20 mg, NI ŻE 10 ~ 20 ng DNA) FARK UE HEY 
后 , 放 入 含 660 pL 水 解 液 (50 mmol/LTris ~ HCL, pH 8.0,100 mmol/L EDTA, 100 mmol/L NaCl 和 
1%SDS) 内 。 

2. 40 uL 蛋白酶 K(proteinase K) (10 mg/mL) ,50 ~ 55 CHR, ARES. 

3. 加 入 700 pL Tris 饱和 酚 , 轻 轻 混 匀 ( 约 20 min) ,使 蛋白 质变 性 。 离 心 (在 微型 离心 机 上 ， 
10 000 wmin,10 min) , 填 上 层 黏 稠 的 水 相 到 一 新 管 (或 用 Tris - 饱和 酚 同 法 再 抽 提 1 次 )。 

4. 用 约 600 已 (等 体积 ) 酚 /氯仿 / 异 戊 醇和 约 600 pL 氯仿 / 异 戊 醇 各 抽 提 1 次 。 

5. 加 0.6 倍 体积 异 丙 醇 , 轻 轻 混合 (可 反复 颠倒 试管 约 30 s) ,以 加 样 用 塑料 滴 头 (tp) 挑 取 
AE RREME. 

6. 以 1 mL70% 冷 乙醇 漂洗 沉淀 1 - 2 次 ,再 将 哥 状 沉淀 移 至 另 一 新 的 微型 离心 管 中 ,自然 
或 真空 干燥 (注意 不 宜 过 干 ,否则 难以 溶解 ) 后 悬浮 于 100 pyL TE 中 (可 置 于 55 CRAP 1 BD 
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溶解 )。 

7. DNA 样品 的 电泳 检测 和 初步 定量 。 

8. 注意 :本 方法 操作 简便 ,基因 组 DNA 完整 ,得 率 高 ,但 未 除 RNA。 通 常 RNA 不 影响 杂交 
和 PCR 实验 , 故 可 不 除去 。 需 要 时 按 下 列 方法 除去 RNA。 

9. 将 上 述 DNA BEF 200 pL TE Ft, M0 2 pL FG DNase 的 RNase(10 mg/mL) 37 CHAE 3 ~ 
4h, 

10. 补 加 300 pL TE, 用 酚 / 毛 仿 各 抽 提 1 次 。 

11. 加 入 50 uL 3 mol/L NaAC, pH 6.0 和 2 倍 体积 乙醇 ,室温 混 勾 ,可见 DNA RRITE 

12. 取 tip 尖 ,小 心 将 DNA BEA 70% 乙 醇 中 。 

13. 控 常 规 方法 沉淀 洗涤 DNA, BUS PARE F 100 pL 的 TR Pe 

该 法 可 除去 人 部 分 RNA ,需要 进 -- 步 纯化 时 ,可 用 CsCi 密度 梯度 离心 除 之 。 


二 、 外 源 基 因 的 检测 


随 着 分 子 生 物 学 方法 的 迅速 发 展 ,新 方法 不 断 应 用 到 转基因 检测 中 , 这 里 仅 扼要 介绍 常 
用 的 检测 方法 。 

(一 } 染 色 体 和 基因 水 平 

检测 外 源 基因 是 否 整合 于 动物 的 基因 组 以 及 整合 的 位 点 和 拷贝 数 。 

1. 外 小 基因 整合 的 检测 。 

(1) 斑 点 杂交 (dot blotting)。 当 目的 基因 与 内 源 基因 组 DNA 无 同 源 性 时 可 选用 。 本 法 对 
样品 纯 度 要 求 低 ,快速 . 简 使 .经 济 ,尤其 对 于 大 批 子 代 动 物 的 粗 第 时 颇具 优越 性 ,可 作为 首选 
HK. 

(2) SEARLE (PCR). RRMA RM A, ARE 
DNA。 但 本 法 用 于 转基因 检测 时 ,要 求 引 物 特 异性 高 。 在 引物 设计 方面 我 们 的 经 验 是 :四 可 设 
讨 两 对 POR 引物 ,其 中 之 一 - 扩 增 内 源 基 因 片 段 , 另 -对 则 用 以 扩 增 基因 的 特定 片段, 且 内 源 性 
POR 产物 的 长 度 应 大 于 转基因 的 PCR 产物 的 长 度 。 这 样 ,内 源 性 PCR 可 以 做 为 本 反应 管 PCR 
成 功 与 否 的 标志 ,而 扩 增 转基因 片段 的 PCR 做 为 检测 阳性 动物 的 标志 。@ 转 人 的 基因 是 融合 
基因 , 则 引物 可 分 别 设计 在 来 自 不 同上 基因 的 片段 中 ,这 样 特异 性 更 高 。@) 转 基因 的 内 源 性 基因 
的 编码 区 同 源 性 很 高 时 ,应 注意 其 内 含 子 长 度 是 否 相同 , 如 果 不 同 则 可 将 引物 设计 在 该 内 仿 
子 的 两 端 ,在 PCR 检测 时 由 于 其 转基因 和 内 源 基因 扩 增 的 产物 长 度 不 网 ,可 以 判断 是 否 有 转 
HAEE. DRE 3 端 不 配对 则 不 能 延伸 的 原则 ,设计 引物 时 应 注意 3' 端 至 少 归 有 3 个 以 上 
碱 基 不 配对 ,而 引物 内 应 保证 有 最 大 数量 的 碱 基 不 配对 ,以 避免 假 阴性 PCR 产物 产生 。@@ 还 
可 根据 转基因 与 内 源 性 基因 PCR 产物 是 否 具有 酶 切片 段 多 态 性 ,以 区 分 之 。 此 外 ,选用 0.1~ 
0.2 pg 的 基因 组 DNA 已 足够 PCR 扩 增 ,用 最 过 大 , 则 杂质 浓度 相应 增加 ,非特 异性 扩 增 也 增 
强 。PCR 变性 中 变性 温度 比 时 间 因 素 更 重要 , 宜 采 用 "高温 短 时 变性 “例如 根据 情况 可 选用 
94 C ,30 s 或 97 C15 s 等 )。 

(3)PCR 产物 测序 法 。 症 微 注射 产生 转基因 小 鼠 的 过 程 中 ,外 源 基因 是 随机 整合 于 小 鼠 基 
内 组 中 的 ,整合 过 程 中 是 否 存 在 转 人 基因 的 丢失 无 法 得 知 , 为 此 我 们 建立 了 PCR 产物 测序 的 
方法 。 与 (2) 中 相同 的 上 游 引物 经 过 同位 素 标 记 后 进行 PCR 扩 增 。 方 法 (2) 中 得 到 的 PCR 片 
段 经 低 熔 点 胶 回 收 后 作为 PCR 扩 增 的 模板 。 每 个 样品 的 一 套 PCR 测序 反应 需 4 个 反应 管 ,分 
别 为 T.C.G.A, 加 入 相应 的 d/ddNTP 混合 物 2 pL。 在 另 一 离心 管 中 混 合 模板 DNA 0.5 ~5 mg， 
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5x 测序 缓冲 液 5 pL, 标记 引物 3 pL, 以 去 离子 水 定 容 至 16 pL, 再 加 1 pL (5U7 pL) 测 序 级 Taq 
DNA 聚合 酶 ,混合 均匀 。 分 别 取 该 模板 混合 物 4 jl, 依次 加 到 d/ddNTP 混合 物 的 管内 , 混 匀 后 
进行 PCR. PCR 程序 为 95 C 预 变性 2 min,30 个 循环 为 95 C,30 s,51 C30 s,72 C,1 min, 最 
后 72 CREAR 10 min。 每 管 加 终止 液 3 pL, 80 CARE 2 min, 冰 浴 中 又 冷 ,进行 8% 聚 内 燃 酰 胺 凝 
胶 电 泳 , 放 射 自 显影 后 恋 取 序列 。 本 法 可 以 进一步 确定 转基因 阳性 鼠 中 整合 的 外 源 基 因 的 序 
列 是 否 正 确 。 本 法 具有 操作 简便 ,灵敏 度 高 及 特异 性 强 等 优点 。 

《4)Southem 印迹 杂交 。 转 和 人 基因 与 内 源 性 基因 组 DNA 有 较 高 同 源 伯 时 , 仍 可 选 此 法 。 本 
法 准确 性 高 。 现 将 我 们 实验 室 有 关 转 基因 Southem 印迹 杂交 洗 膜 条 件 的 选择 经 验 ( 表 11 - 2) 
介绍 如 下 。 


表 11-2 转基因 Southem 印迹 杂交 洗 膜 条 件 


enn SEBUM EC) ARRE x 

转基因 同 源 性 时 间 (min) 
100% 95% 90% 85% 

2x SSC 室温 室温 室温 室温 2x10 

0.5x SSC,0.5%SDS 65 60 60 55 2x20 

0,2 x SSC,0.5% SDS 的 55 3x10 

0.1 x SSC,0.5%SDS 65 名 3x10 

0.1x SSC 室温 室温 室温 Zila 1x10 


2. AR LIES ACIR E E AB PARE 
体 DNA 直接 自 显影 后 , 即 可 确定 转基因 整合 位 点 。 

3 .整合 拷贝 数 的 检测 。 可 用 斑点 杂交 (或 Southem 印迹 杂交 ) ,但 和 普通 检测 所 用 的 斑点 
杂交 不 同 ,检测 整合 拷贝 数 的 杂交 是 一 种 定量 杂交 ,可 计算 出 每 个 细胞 中 外 源 基因 的 拷贝 数 。 

(二 ) 转 录 水 平 

在 mRNA 水 平 检测 外 源 基 因 是 否 表达 。 通 常 在 作 完整 合 检测 ,并 有 足够 的 子 代 动 物 数 时 
进行 。 常 用 方法 如 下 : 若 转 盐 因 与 内 源 性 基因 同 源 性 较 小 ,可 选 Northem 印迹 杂交 ; 若 两 者 同 
源 性 较 大 , 则 选 RT - PCR 或 RNase 保护 分 析 。 

1. Northem 印迹 杂交 。 当 外 源 基因 和 转基因 动物 基因 组 DNA 同 源 性 较 高 时 ,Noribhem 杂 
交 是 确定 外 源 基 内 是 否 被 转录 的 有 效 方 法 。 

2, 逆转 录 一 识 合 酶 链 反 应 (RT - PCR) 。 本 法 灵敏 度 高 , 对 内 、 外 源 基因 的 同 源 性 要 求 低 ， 
故 比 Northem 法 有 较 大 适用 范围 , 还 可 用 内 标准 进行 定量 。 

3. RNase 保护 分 析 法 。 需 要 体外 转录 合成 一 段 与 待 测 mRNA 顺序 互补 的 单 链 的 RNA R 
针 (高 比 放射 活性 ) 方 可 检测 。 和 Norther 法 相 比 , 本 法 更 为 准确 , 故 被 广泛 应 用 于 基因 转录 水 
平 的 检测 。 

(三) 翻译 水 平 

在 蛋白 质 水 平 检测 转基因 是 否 表达 。 它 包括 两 个 方面 , 即 转基因 的 mRNA 是 否 被 翻译 和 


翻译 的 蛋白 是 否 具 有 生物 功能 。 常 用 方法 如 下 : 
361、 
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1. 免疫 检测 技术 。 用 免疫 学 方法 检测 蛋白 质 类 表达 产物 的 存在 ,如 Westem 免疫 印迹 ( 见 
参考 文献 12) ELISA 分 析 ( 免 疫 酶 联 测定 法 ) ,放射 免疫 分 析 法 和 免疫 荧光 法 等 。 

2. 生化 性 质 和 生物 学 活性 的 分 析 。 除 直接 测定 基因 表达 产物 外 ,还 可 通过 测定 表达 产物 
的 理化 性 质 和 生物 学 活性 来 鉴定 表达 产物 的 存在 。 如 酶 活力 测定 , 受 体 蛋 白 分 析 等 。 

3. 转基因 动物 整体 水 平 观察 。 从 遗传 学 上 ,在 动物 的 整体 水 平 观察 基因 珊 和 表 型 的 关系 
以 及 分 析 转基因 对 动物 整体 性 状 和 生理 功能 的 影响 。 

总 之 ,一 个 理想 的 检测 方法 的 选 定 始 于 构建 外 源 基 因 时 , 即 要 考 均 到 将 来 检测 的 方便 尽 可 
能 设计 .构建 包含 与 内 源 基 因 结 构 不 向 的 部 分 ,以 增加 非 同 源 性 。 另 外 ,要 考虑 检测 样品 的 数 
量 和 所 舌 的 费用 。 若 被 检测 基因 与 内 源 基 因 的 同 源 性 较 小 ,数量 大 ,首先 在 整合 检测 方面 ,可 
先 选 斑点 杂交 进行 粗 委 ,然后 作 Southem 印迹 杂交 ,对 完整 的 基因 进行 鉴定 ,以 确定 外 源 基 因 
是 否 整 合 ,并 用 染色 体 原 位 杂交 和 定量 斑点 杂交 分 别 作 整 合 位 点 和 拷贝 数 的 鉴定 ;其 次 ,可 选 
Northern 印迹 杂交 作 转 录 水 平 的 检测 ;最 后 根据 所 表达 蛋白 的 种 类 和 性 质 以 及 功能 ,进行 蛋白 
水 平 的 检测 。 若 被 检测 的 基因 与 内 源 基因 的 同 源 性 较 大 , 则 在 基因 和 转录 水 平 的 检测 方面 所 
选 的 方法 与 上 述 不 同 , 可 选 Southem 印迹 杂交 (或 选用 适当 的 限制 性 内 切 酶 进行 酶 切 后 再 作 
Soathem 杂交 分 析 ,例如 ,我 们 曾 将 小 鼠 的 肾 素 - 2 基因 转 人 大 鼠 基因 组 中 ,两 者 有 85% 11 
性 ,但 当 用 EcoR 工 进 行 酶 切 时 , 则 肾 案 -2 基因 可 产生 9.2 和 4.4 kb 的 两 个 片段 ， 而 大 鼠 的 肾 
素 基因 则 产生 6.5.4.4, 2.4, 1.1 和 0.45 的 杂交 带 , 显 然 用 EcoR 工 酶 切 后 所 得 9.2 kb 片段 
为 转基因 和 的 特征 片段 ) 或 选 设计 有 高 特异 住 引物 的 PCR 法 作 外 源 基因 是 否 整合 的 鉴定 ,选用 
RT- PCR 法 或 RNase 保护 分 析 法 作 转 录 表 达 的 检测 。 

体会 和 展望 : 

1. 开展 转基因 动物 工作 的 主要 体会 : 

(1) 显 微 注 射 法 制备 转基因 动物 技术 ,从 方法 学 角度 考虑 ,可 称 得 上 是 一 种 “系统 工程 。 
它 包括 从 动物 实验 技术 , 显 微 注射 技术 和 相应 于 这 些 实验 条 件 的 各 种 准备 方法 以 及 分 子 生物 
学 方法 。 每 一 部 分 又 包括 若 于 技术 ,各 部 分 实验 必需 同步 设计 和 配套 。 为 此 ,要 求 从 事 该 项 工 
作 的 人 员 具 有 良好 的 科学 和 心理 素质 ,在 工作 中 应 有 高 度 的 责任 心 , 周 密 的 计划 ,熟练 的 技巧 
和 细心 的 操作 ,各 个 环节 都 不 得 失误 ,否则 将 达 不 到 预期 的 目的 。 

(2) 转基因 个 体 的 检测 和 判断 也 很 重要 ,要 求 所 选用 的 检测 方法 必需 准确 、 灵 敏 ,否则 因 
判断 错误 也 会 造成 重大 的 失误 。 

2. 目前 转基因 动物 技术 本 身 存在 的 问题 主要 有 以 于 几 个 方面 : 

(1) 转基因 的 阴性 率 低 。 通 常 转 基因 首 建 的 阳性 率 在 10% ~ 20% ,有 时 甚至 低 于 1%。 

O 转基因 的 整合 造成 宿主 细胞 基因 的 突变 。 有 插 人 突变 ,缺失 突变 ,宿主 基因 扩 增 和 位 


移 。 


(3) 转基因 的 表达 不 能 预测 。 主 要 表现 在 转基因 的 表达 紊乱 ,包括 不 在 预期 组 织 中 表达 
同一 启动 子 在 不 同 的 个 体 或 不 同 的 动物 中 表达 行为 不 同 。 

(4) 转基因 动物 模型 可 能 和 预期 不 符 。 

3. 未 来 转基因 动物 研究 可 能 集中 在 以 下 几 个 方面 ， 

{1) 转基因 动物 技术 的 不 断 完善 。 如 改进 现 有 的 显 微 操作 技术 和 提高 外 源 基因 整合 率 ; 
广泛 开展 册 基 因 敲 除 技术 并 建立 转基因 小 饼 和 探索 大 缸 的 雄 胎 干细胞 培养 方法 和 建立 基因 敲 
除 的 转基因 大 鼠 模 型 的 方法 。 

(2) 深入 开展 转基因 的 表达 调控 研究 。 从 转 单 基因 的 动物 的 组 织 特异 性 表达 调控 ,发 育 
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阶段 的 时 空调 控 到 建立 携带 多 个 基因 的 转基因 动物 模型 ,以 研究 基因 间 相 互 作用 和 多 级 调控 。 
建立 拼接 特定 的 组 织 特异 性 启动 子 的 单 . 双 基因 的 转基因 动物 。 

《3) 建立 用 于 药物 研究 和 适合 基因 治疗 的 转基因 动物 模型 也 将 成 为 今后 发 展 的 重要 方 
向 。 
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第 十 二 章 
RNA 干扰 


内 容 提 要 


本 章 简 述 了 RNA 干扰 的 原理 \ 实 验 操作 及 其 在 生物 医学 和 基因 组 学 中 的 应 用 。RNA 
干扰 是 dsRNA 诱导 的 特定 mRNA 的 降解 过 程 ,是 通过 在 转录 后 水 平 降解 又 mRNAs 而 实现 
的 。 其 自然 功能 是 保护 基因 组 防止 像 转 座 子 和 病毒 那样 的 可 转移 遗传 元 件 的 入 侵 。RNA 
干扰 在 基因 功能 研究 、 信 号 传导 通路 遗传 学 利 选 、 转 基因 动物 \ 基 因 治 疗 等 生物 医学 和 基 
因 组 学 研究 和 应 用 领域 具有 十 分 广阔 的 前 景 。 


研究 基因 的 功能 可 分 两 种 策略 : 即 表 型 驱动 法 和 基因 驱动 法 。 前 者 包括 ENU ( ethylni- 
tosourea) 大 规模 点 诱 变 和 基因 捕获 。 基 因 驱 动 法 包括 目前 很 流行 的 基因 台 除 (knock oub)/ 珊 人 
(knock in) 等 。 而 近年 来 广 为 应 用 并 有 可 能 引发 哺乳 类 体 细胞 遗传 学 革命 的 方法 是 外 源 双 链 
RNA( dsRNA) 依 赖 的 转录 后 基因 沉寂 或 RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) , 它 极 大 地 丰富 了 功 
能 基因 组 的 研究 手段 和 内 容 。 因 其 在 转录 后 水 平 而 非 基因 组 水 平 将 特定 基因 mRNA 的 表达 下 
调 , 故 有 人 将 其 称 为 识 低 (knock down) o 

RNA 干扰 首先 是 在 秀丽 线虫 中 作为 dsRNA 的 生物 学 反应 - 诱导 序列 特异 的 基因 沉寂 而 
PRM. RNA 干扰 或 RNA 沉寂 是 一 双 链 RNA( dsRNA) 诱 导 的 同 源 性 依赖 的 特定 mRNA 降 
解 过 程 。RNAi 的 一 个 关键 特征 是 其 通过 在 转录 后 水 平 降解 靶 mRNA 实现 其 效应 。 


第 一 节 RNA 干扰 的 原理 


遗传 和 生化 研究 表明 ,dsRNA 诱导 的 沉寂 现象 出 现在 各 种 生物 ,包括 植物 真菌、 原生 动物 
等 ,而 且 具 有 共同 机 制 。 当 前 的 看 法 是 :RNAi 是 由 作为 RNA 引发 者 的 dsRNA 被 核酸 内 切 酶 
Dicer 降解 为 siRNA( 或 称 引导 RNA,gRNA) 开 始 , 且 依 种 系 不 同 ,其 长 度 范围 在 21~25 nt 之 间 。 
这 些 RNA 整合 人 多 组 分 核酸 复合 物 中 ,该 核酸 复合 物 又 利用 siRNA 的 反 义 链 序列 识别 并 降解 
同 源 mRNA。 其 具体 机 制 如 下 : 

转 染 的 或 胞 内 产生 的 、 作 为 RNAi 引发 者 的 dsRNA 首先 由 RNase M 核酸 内 切 酶 Dicer 切 成 
大 小 在 21 nt 左右 的 双 链 siRNA ,切除 反应 和 siRNA 的 产生 需要 ATP, 这 些 siRNA 的 正义 和 反 义 
链 的 3' 端 都 有 2 nt 的 突出 悬挂 碱 基 。 与 靶 mRNA 互补 的 siRNA 链 的 5' 磷 酸 基 团 是 随后 的 
RNAi 所 必需 的 ,而 与 划 mRNA 序列 相同 的 siRNA 链 的 5' 磷 酸 基 团 则 为 RNA 部 分 需要 。 自 由 
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的 3' 羟 基 是 随后 的 RIRP(RNA - dependent RNA polymerase) 反 应 所 必需 的 。siRNA 有 3 个 特征 : 
O21 ~ 23 nt KEE; @2 nt 3 突出 端的 双 链 结构 ;@5 "磷酸 基 团 。 这 些 特征 允许 细胞 区 分 真正 的 
siRNA 和 “冒名 顶替 "的 siRNA, JERY siRNA 特异 的 激酶 将 维系 进入 RNA 通路 的 .真正 的 siRNA 
的 SPEAR AS ,而 不 将 5 磷酸 基 团 加 于 其 他 小 的 RNA, 以 保证 真正 siRNA 靶 向 mRNA 并 使 之 
被 降解 。 在 达到 羡 值 后 siRNA 的 反 义 链 与 地 mRNA 的 序列 以 同 源 互 补 结合 ,并 引导 RdRP 反 
应 。 由 RARP 反应 新 合成 的 dsRNA 再 由 核酸 内 切 酶 Dicer 酶 切 并 进一步 siRNA 扩 增 。 一 部 分 
新 合成 的 dsRNA 可 能 由 RNA 解 旋 酶 或 RdRP 本 身 (因为 RARP 仿 RNA 解 旋 酶 结构 域 ,所 以 可 
能 有 解 旋 酶 活性 。) 解 旋 ,并 以 其 正义 和 反 义 链 为 模板 ,再 由 siRNA 作 引 物 由 RARP 经 上 上 一 轮 
的 扩 增 。 

这 就 起 始 了 siRNA 和 模板 RNA 分 子 的 指数 扩 增 过 程 ,因此 少量 dsRNA 即 足 以 在 很 长 时 间 
灭 活 连续 转录 的 划 mRNA 分 子 。 在 植物 中 ,这 种 灭 活 效 应 可 扩散 至 来 处 理 的 细胞 和 组 织 。 如 
在 黑 腹 果 蝇 中 ,siRNA 可 被 整合 人 一 360 kDa 的 复合 物 , 该 复合 物 不 具 靶 向 切除 活性 。 在 提供 
ATP 的 情况 下 ,由 于 RNA 解 旋 酶 的 作用 ,360 kDa 复合 物 变 为 具有 活性 的 多 亚 单位 复合 物 (RNA 
— induced silencing complex , RISC) , 介 导 随后 的 单 链 mRNA 降解 反应 。 其 中 siRNA 的 作用 是 通 
过 与 靶 mRNA 序列 同 源 的 序列 碱 基 配对 ,从 而 识别 得 mRNA, 由 siRNA 分 子 引导 RISC RAW 
中 具有 RNase 活性 的 部 分 (与 上 述 核酸 酶 Dicer 不 同 ) ,以 降解 与 daRNA 相关 的 mRNA. 


第 二 节 RNA 干扰 的 生物 功能 


RANi 的 一 个 自然 功能 是 保护 基因 组 免 受 内 源 性 转 座 元 件 破坏 。 细 胞 中 转 座 子 以 10 至 成 
千 上 方 的 斤 贝 数 出 现 , 当 转 座 子 以 反 义 方向 整合 人 内 源 性 启动 子 时 ,产生 转 座 子 RNA. SH 
座 子 相似 ,转基因 整合 入 基因 组 是 一 相对 随机 的 事件 ,可 激活 与 引信 与 转 共 因 序 列 相 似 的 PT- 
GS( post transeriptional gene silencing)。 植 物 中 胞 浆 复制 的 RNA 病毒 亦 充当 PTGS 的 靶子 和 诱导 
物 ,因此 提示 PTGS 的 另 一 功能 即 抗 病毒 防御 。 与 这 假说 一 致 的 是 ,发 现 某 些 植物 病毒 编码 
的 蛋白 能 抑制 PTGS。 
RNA; 的 自然 功能 和 共 抑 制 被 认为 是 保护 基因 组 ,防止 像 转 座 子 和 病毒 那样 的 可 移动 遗传 
元 件 人 侵 。 激 活 的 转 座 子 和 病毒 可 在 宿主 细胞 内 产生 不 正常 RNA 或 dsRNA, 因 此 特定 mRNA 
的 降解 可 以 防止 转 座 子 和 病毒 的 复制 。 


第 三 节 哺乳 类 中 的 RNA 干扰 


一 、RNAi 在 哺乳 动物 中 存在 的 证 据 


RNAi 可 能 是 基因 沉 农 的 下 用 机 制 ,因为 至 今 除了 酿酒 酵母 外 ,在 其 他 所 有 的 基因 组 中 都 
发 现 有 参与 沉寂 过 程 的 同 源 蛋 白 ,提示 哺乳 类 也 应 存在 RNA 

RNAi 存在 于 哺乳 类 动物 的 最 时 证 据 是 dsRNA 可 诱导 小 女 卵 母 细胞 和 早期 胚胎 序列 特异 
的 沉寂 。 然 而 用 长 度 在 38 ~ 1 662 bp 的 dsRNA 却 一 直 未 能 在 常用 哺乳 类 动物 细胞 系 ,包括 
293 .NIH/3T3 等 中 引发 序列 特异 的 RNAi, 这 是 始 料 未 及 的 。 


二 、 哺乳 动物 中 的 RNAi 


早已 知道 , 吐 乳 动物 有 强大 的 抗 病毒 反应 系统 , 吐 乳 动物 的 胞 浆 dsRNA 会 激活 哺乳 动物 
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细胞 非特 异 的 病毒 防御 机 制 -干扰 素 反应 。 当 细胞 感染 病毒 或 给 予 dsRNA 时 ,细胞 分 小 干扰 
素 , 干 扰 素 反应 是 序列 非特 异 的 ,通常 被 长 度 大 于 80 bp 的 dsRNA 激活 ,其 效应 主要 通过 PKR 
HY -SARERA A dsRNA 时 ,PKR 通过 二 聚 化 激活 。 随 后 PKR BEALL EIF2a， 
引起 一 非特 异 的 翻 详 关闭 。 同 时 dsRNA 也 激活 2 - 5' 寡 腺 苷 聚合 酶 ,该 酶 产物 是 非特 异 核酸 
酶 RNase 工 的 必 沉 辅 因子 ,RNase L 可 以 降解 mRNA。 这 就 是 序列 非特 异 的 dsRNA 诱导 的 机 制 。 
十 扰 素 及 应 将 导致 RNA 转录 本 的 非特 异 降解 和 宿主 蛋白 翻 详 的 关闭 。 由 于 这 一 障碍 , RNA 
似乎 不 二 哺乳 动物 细胞 中 沉寂 基因 的 道 用 方法 。 

但 最 近 Tuschl 等 人 显示 可 通过 引 人 siRNA ,在 无 数 哺乳 动物 细胞 株 中 激活 了 RNA, 而 且 他 
们 发 现 可 以 用 体外 合成 的 ,长度 为 21 nt 的 siRNA 在 哺乳 动物 细胞 中 进行 基因 特异 的 抑制 ,但 
由 于 序列 短 ,可 逃避 宿主 干扰 素 反 应 。 这 种 体外 合成 的 \ 有 活性 的 siRNA, 是 长 21 nt 的 dsRNA, 
并 在 3 有 对 称 的 2 ~ 3 个 悬挂 碱 基 的 siRNA。 通 过 模拟 Dicer 酶 的 产物 (Dicer 催化 RNAI 的 起 始 
步 又 ) 而 直接 参与 RNAi 通路 。 而 当 dsRNA 序列 长 于 30 nt 时, 则 可 诱发 干扰 素 反 应 。 


三 、 长 dsRNA 引发 的 RNAI 


很 早已 知 ,哺乳 动物 发 育 早期 ,存在 贝 dsRNA 诱导 的 非特 异 反 应 减弱 现象 。 研 究 发 现在 
体外 培养 的 未 分 化 小 局 细胞 中 ,长 的 dsRNA 可 诱导 RNAI 反应 ,包括 小 也 P19 和 FO 细胞 。 在 
小 鼠 胚 胎 干细胞 中 抑制 靶 mRNA 可 达 70% ,但 在 已 分 化 的 细胞 中 没有 该 现象 。 这 可 能 是 因为 
与 小 鼠 卵 母 细胞 和 早期 豚 胎 一 样 ,未 分 化 的 胚胎 干细胞 缺乏 干 拢 索 反 应 。 这 些 实验 结果 说 明 
长 dsRNA 的 引发 的 RNAi 存在 于 小 鼠 发 育 早期 的 细 隐 中。 

多 种 小 鼠 胚 鹏 源 的 强 胞 ,包括 正常 胚胎 干 纲 胞 也 可 激发 RNAi, 而 这 些 细胞 通常 用 作 遗 传 
条 合 (基因 项 除 / 识 人 ) 动 物 的 前 体 细胞 ,这 提示 最 终 可 以 在 整体 动物 水 平 验 证 基因 沉寂 效应 。 


四 、 哺 乳 类 稳定 RNAI 


仅仅 用 瞬时 转 染 dsRNAi 的 方式 在 培养 的 哺 性 类 细胞 或 胚胎 中 实 韧 序列 特异 的 基因 沉寂 
是 瞬时 的 ,由 外 源 siRNA 抑制 蛋白 合成 也 是 瞬时 的 。 经 siRNA 处 理 的 细胞 , 靶 基 因 的 蛋白 水 平 
常 在 siRNA 转 染 后 5 ~- 7 d 恢复 正常 ( 即 7 ~ 10 个 细胞 周期 )。 然 而 只 有 在 能 创造 稳定 的 突变 体 
时 ,才能 实现 最 人 的 遗传 学 应 用 。 长 dsRNA 诱导 的 稳定 沉寂 已 在 黔 腹 果 蝇 、 植 物 、 秀 丽 线虫 中 
通过 强制 表达 发 天 RNA 实现 。 

研究 发 现 , 短 的 、 发 夹 RNA(shRNA) 可 诱导 哺乳 类 序列 特异 的 沉 家 。 内 源 性 表达 的 小 的 、 
RET HY RNA(stRNA) 通 过 RNAi 机 制 引发 基因 沉寂 ,以 调节 蛋白 编码 基因 的 表达 。 这 些 tRNA 
以 短 的 发 来 前 体 ( 约 70 nt) 形 式 转录 ,并 被 Dicer 处 理 为 21 nt 的 siRNA。siRNA 再 通过 碱 基 配 对 
作用 识别 靶 mRNA。 最 近 显示 shRNA 可 在 体外 合成 或 在 RNA RAR 开启 动 子 体内 转录 (下 
述 ) ,通过 在 细胞 株 中 稳定 筛选 ,得 到 稳定 表达 的 发 夹 式 dsRNA 稳定 的 、 序 列 特 异 的 沉寂 。 这 
就 为 将 来 RNAI 稳定 遗传 的 转基因 动物 打下 了 坚定 基础 。 

目前 已 在 MCF - 7 AURERE P19 细胞 等 细胞 株 中 实现 稳定 表达 。 


第 四 节 RNA 干扰 的 实验 过 程 
一 、RNAi 的 产生 


目前 发 现 ,只 有 针对 外 显 子 序列 的 siRNA 才能 引发 RNAi。 所 以 设计 RNAI 实验 时 ,必须 注 
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意 这 一 点 。 一 般 从 靶 mRNA 读 码 框 中 选 AA(N19)UU 型 序列 (N AEA) ,以 获得 对 称 的 
带 2 mt 的 3 突出 悬挂 一 致 序列 。 可 以 将 3 突出 悬挂 的 U 换 为 2 - 脱氧 胸 逐 喀 哇 以 减少 RNA 
合成 的 花费 并 增强 对 核 酶 的 抗 性 。 对 3' 突 出 悬挂 碱 基 ,也 可 选用 别 的 碱 基 ,或 者 从 AA(N21) 型 
序列 中 选择 siRNA ,并 将 正义 链 的 最 后 两 个 核 苷 酸 换 为 TT( 因 为 据 认为 , siRNA 正义 链 的 2 nt 
悬挂 突出 端 可 能 不 参与 靶 向 识别 )。 在 设计 好 序列 之 后 , 尚 须 进行 BLAST 相似 性 分 析 , 以 确证 
其 序列 的 特异 性 。 

目前 而 言 ,siRNA 产生 途径 有 三 种 。 

(一 } 体 外 转录 

体外 转录 序列 一 般 为 CNI7CN2。 含 T7 和 /或 SP6 启动 子 ,采用 标准 的 体外 RNA 转录 过 
程 。T7 RNA 聚合 酶 的 有 效 启动 需 RNA 的 第 一 个 碱 基 为 G6, 转录 后 最 后 2 nt 形成 siRNA ZRI 
3' 的 悬挂 碱 基 ,在 正义 链 可 变 为 U。 分 别 合 成 单 链 后 ,退火 即 成 siRNA。 体 外 转录 远 比 RNA 合 
成 经 济 。 

(二 ) 化 学 合 

化 学 合成 siRNA 的 代价 较 昂贵 。 可 以 用 RNA 合成 仪 (如 Model 394, Applied Biosystem, 
Foster City CA) , 按 广 家 操作 说 明 将 RNA 去 保护 后 (例如 可 在 以 下 条 件 去 保护 :3 mL 的 32% 的 
所 /乙醇 (3:D ,于 55 C 数 小 时 ) ,将 RNA 用 15% 变 性 丙烯 酰胺 胶 纯化 ,并 从 胶 中 洗 脱 ,用 NAP 
-10 柱 (Amersham Pharcia) 去 盐 , 真 空 干燥 。dsRNA 退火 一 般 采 用 酚 / 氯 仿 抽 提 的 方法 :将 等 摩 
尔 浓度 的 正义 和 反 义 RNA( 依 dsRNA 长 度 不 同 ,浓度 在 50 nm 到 10 pom 之 间 ) 于 0.3 M NaOAc 
(pH6) 中 ,90 C 30 s, 随 后 在 室温 下 用 等 体积 酚 《/ 氯 仿 抽 提 ,再 以 氧 仿 抽 提 以 除去 残存 酚 。 所 得 
dsRNA FH 2.5 ~ 3 倍 体积 的 无 水 乙 玖 沉淀 , 团 块 在 裂解 缓冲 液 中 溶解 (100 mM KCl,30 mM HEP- 
ES- KOH, pH7.4,2 mM Mg(OAc))), dsRNA 质量 可 用 标准 的 琼脂 糖 电泳 检测 (1 x TAE)。 带 
17 nt 和 20 nt 3' 悬 挂 突 出 端的 52 bp 的 dsRNA 于 95 © 1 min, 非 常 快速 地 降 至 70 ,在 3b 内 组 
慢 降 至 室温 (50 pL 退火 反应 体系 ,1 pM 链 浓 度 ,300 mM NaCl, 10 mM Tris - HCL pH7.5)。 退 火 
后 的 dsRNA 再 次 用 酚 / 氮 仿 抽 提 ,乙醇 沉淀 ,并 溶 于 裂解 缓冲 液 中。 

这 里 再 提供 另外 一 退火 条 件 供 参考 : 悬 于 退火 缓冲 液 (100 mM KAc,30 mM HEPES - KOH, 
pH7.4, 2 mM MgAc),90 © 1 min, 37 © T ho Xf 50~ 500 bp 的 dsRNA 则 于 37 把 过 夜 ,50 bp 
dsRNAs 的 浓度 为 8.4 pM, 500 bp dsRNAs 的 浓度 为 0.84 pM。 退 火 缓冲 液 如 下 :PBS，pH6.8， 
2 mM MgCl, ,退火 条 件 :RNA ERWE 95 CRE 1 min, 降 温 至 70 CHERERE 4 CH BCR 
2 h(10 uM). 

(三) 体内 表达 ( 即 由 转 入 体内 的 质粒 产生 }) 

这 是 一 种 最 近 才 出 现 的 方法 。 

AARE, WI RNAi 广泛 应 用 的 原因 是 由 于 转 人 细胞 的 siRNA 的 瞬时 性 和 siRNA 需 化 学 
或 酶 体外 合成 获得 。 胞 内 转录 siRNA 的 DNA 模板 带 有 U6 或 HI RNA 启动 子 ,U6 或 HI RNA 
启动 子 都 局 于 RNA 聚合 酶 开启 动 子 ,二 者 大 小 不 同 ,但 都 全 相同 的 保守 序列 或 反 式 作用 因子 
结合 位 点 ,U6 启动 子 的 +1 位 一 定 是 CG( 所 以 起 始 右 基 最 后 为 CC),H1 是 A。 当 聚合 酶 亚 遇 到 
连续 4 或 5 个 T 时 (5 个 连续 的 T 作 为 RNA RAW M 的 终止 信号 ) ,RNA 转录 终止 。 

用 质粒 体内 表达 siRNA 有 两 种 方法 (图 12 - 1) :第 一 种 是 siRNA 的 正义 和 反 义 链 分 别 由 两 
个 启动 子 转录 。 第 二 种 是 以 发 夹 dsRNA 的 形式 表达 ,经 处 理 后 产生 siRNA。 甚 中 发 夹 的 大 小 、 
方向 和 序列 对 RNAi 的 效率 很 重要 ,中 间 发 夹 序列 是 由 非 同 源 序列 构成 。 尽 管 核 表达 的 RNAs 
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活性 形式 还 需 长 期 研究 ,但 就 目前 结果 而 言 ,推荐 siRNA 转录 的 模板 :首先 是 正义 链 ,随后 是 4 
个 碱 基 ( 例 UUCG 发 夹 环 ) ,再 后 是 反 义 链 ,并 以 3' 悬 挂 Poly(U) 终 止 子 结束 。 然 而 有 人 发 现 , 当 
发 夹 环 为 5 个 碱 基 时 无 效 ,6 个 碱 基 时 成 功 ,7 个 碱 基 时 中 等 程度 有 效 ,9 个 碱 基 的 发 夹 环 可 有 
效 引发 RNAi。 看 来 其 中 的 机 制 还 远 未 阐明 。 


A 
十 1 
us ar SNE TTT us NRE 
正义 链 Pol IIL RX 
4 杂交 
s GRU 
siRNA 二 倍 体 | 
AREA -AGN17C- 
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图 12-1 质粒 体内 表达 siRNA 的 两 种 策略 
(摘自 Tuschl T. Expanding small RNA interference. 
Nat Biotechnol. 2002 20(5) :446 ~ 448. ) 


正如 前 面 所 述 ,siRNA 介 导 的 披 向 降解 , 需 将 其 一 或 两 条 链 的 5' 末 端 磷酸 化 处 理 ,这 可 能 
对 其 有 效 核酸 蛋白 复合 物 所 必需 。 然 而 有 结果 显示 ,对 发 来 iRNA 而 言 ,也 许 不 用 将 任何 一 链 
的 5' 末 端 磷酸 化 处 理 , 这 些 含 发 表 siRNA 的 U6 转录 本 就 能 组 装 成 任何 必需 的 蛋白 复合 物 。 

基于 载体 的 方法 在 多 种 哺乳 动物 细胞 系 中 如 HeLa、H1299 和 C- 33A 中 成 功 应 用 ,由 质粒 
DNA 表达 产生 的 内 源 性 siRNA 克服 了 外 源 性 siRNA 给 予 途径 的 不 足 , 尤 其 是 其 表 型 的 易 逝 性 。 
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EM age SIRS IB TA SF RIK siRNA 的 表达 盒 整合 人 基因 组 中 , 较 产 生发 夹 型 dsRNA 
的 表达 盒 稳定 ( 因 其 含 一 不 稳定 的 回 文 序列 )。 

用 质粒 而 非 合成 的 siRNA 的 优点 :无 RNase 污染 ,比较 使 宜 。 但 也 有 不 利 的 一 面 ,构建 载 
体 比较 费时 ;与 siRNA 相 比 ,效率 低 ; 而 且 在 给 予 siRNA 后 1 ~ 3 qd, 靶 向 必需 基因 引致 的 细胞 生 
长 抑制 或 死亡 立即 出 现 ,因此 在 许多 情况 下 不 必要 长 期 表达 siRNA 

二 、 给 予 途 径 

总 体 来 讲 ,给 予 途径 有 三 种 ,第 一 种 是 最 常见 的 试剂 转 染 法 。 转 染 siRNA 用 Olignfectamine 
(专门 用 二 转 染 短 的 客 核 苷 酸 ) ,也 有 用 低 酸 钙 转 染 的 。 转 染 一 般 的 dsRNA 或 质粒 可 以 用 Lipo- 
fectamine 2000 等 常规 转 染 试剂 。 向 HeLa. /) BR 3T3 细胞 和 大 鼠 成 纤维 细胞 中转 染 比 较 容易 。 

若 细 胞 的 转 染 效率 不 高 ,例如 转 染 胚 胎生 细胞 时 ,需要 用 电 转 或 显 微 注射 的 方法 。 

若 用 稳定 筛选 , 则 可 以 根据 载体 抗 性 用 G418 等 筛选 单 克隆 ,时 间 在 1 ~ 2 FA 

三 、 沉 寂 效 应 鉴定 

体内 产生 的 正义 和 反 义 RNA 用 Northern Blot 检测 ,一般 是 在 转 染 后 24 h 提取 总 RNA。 由 
于 RNA 片段 都 比较 小 ,所 以 一 般 用 18% 凝 胶 电 泳 , 转 膜 。 杂 交 条 件 也 与 常规 Northern Blot 检测 
不 同 ,温度 低 , 一 般 用 36 Co 

车 用 原 位 杂交 法 检测 , 则 在 转 染 后 2 4 进行。 检测 蛋 白 表 达 一 般 在 转 染 后 3 do 

基因 沉寂 后 新 表 型 可 因 具体 基因 不 同 而 有 所 不 同 。 


四 、 存 在 问题 


目前 发 现 ,RNAi 存在 如 下 问题 

1. 由 于 RNA 尚 有 许多 未 明 的 机 制 , 有 时 必须 洪 mRNA 试验 几 个 地 位 点 以 发 现 能 产生 最 大 
抑制 效应 的 移 序 列 , 面世 其 中 编码 序列 常 由 经 验 决 定 ,起 于 GG。 

2, 由 于 RNAi 是 在 转录 后 水 平 起 作 用 ,而 对 已 翻 译 的 蛋白 不 起 作用 ,所 以 对 那些 半衰期 长 
的 疏 白 来 说 ,效果 不 是 特别 好 。 

3. 由 于 基于 siRNA 的 技术 是 项 低 (knock down) TAF RARER (knock out) 靶 基因 ,如 果 靶 基因 是 
那些 具有 酶 活性 的 蛋白 而 非 结构 蛋白 ,那么 只 要 残留 一 点 靶 基 因 ,RNAi KRIDE NEE 

4. 另 外 不 同 的 基因 似乎 对 RNA 的 敏感 性 不 同 。 例 如 在 果 昭 中 表达 于 生殖 系统 的 基因 尤 
其 对 RNAI 敏感 ,这 种 反应 性 表 型 可 在 后 续 几 代 中 观察 到 , 而 对 其 他 基因 的 效应 却 没 那么 持 
久 。 而 有 些 基 因 难以 用 RNA 沉寂, 如 那些 表达 于 产生 成 年 结构 组 织 ( 如 怒 膀 、 腿 、 眼 , 脑 ) 的 基 
Ble TE dsRNA 显 微 注射 很 难 沉寂 , 仅 以 发 来 环 RNA 形式 表达 产生 dsRNA 才 行 。 不 管 哪 种 
情况 ,野牛 型 基因 活性 最 终 会 被 恢复 ,这 可 能 是 由 于 siRNA 在 细胞 分 裂 过 程 中 的 稀释 和 降解 。 


第 五 节 RNA 干扰 在 生物 医学 和 功能 基因 组 中 的 应 用 


由 于 RNAi 非 同 寻常 的 序列 特异 性 和 dsRNA 给 予 途径 的 简单 易 行 ,使 得 RNA 成 为 研究 那 
些 已 测 基因 组 序列 的 生物 基因 组 功能 的 首选 。RNAi 已 在 秀丽 线虫 被 证 实 是 功能 基因 组 研究 
的 有 力 工具 。 
在 几 个 系统 中 ,RNAi 已 被 用 作 基因 功能 研究 的 强大 工具 ,尤其 在 黑 腹 果 蝇 ,RNAi 被 作为 
快速 评价 抑制 基因 功能 后 果 的 标准 方案 。 创 建 抑制 秀丽 线虫 基因 组 的 19 000 个 基因 的 RNAI 
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文库 计划 正在 进行 。 

在 锥 虫 和 植物 中 已 建立 转基因 表达 RNA 发 夹 而 产生 可 遗传 的 RNAS AEA SR ERATE 
射 dsRNA 可 特异 干扰 披 基 因 表 达 ,但 RNA 在 斑马 鱼 胚胎 中 仅 中 等 程度 有 效 , 在 这 种 情况 下 ， 
特定 的 表 型 可 被 非特 异 效应 干扰 。 显 微 注射 4sRNA 后 ,RNAi 在 小 鼠 卵 母 细胞 和 预先 移植 的 胚 
FAITE, ERR SEL R. 

在 研究 那些 仅 有 少许 遗传 工具 可 以 应 用 的 生物 如 奶 虫 螨 、. 红 粉 甲 虫 等 时 , RNAi 的 遗传 分 
HERAB. RNA 因而 显著 加快 了 对 种 属 邮 形态 和 发 育 差异 的 比较 进化 生物 学 研究 结果 的 
解释 。 

用 RNAI 可 以 进行 细胞 分 子 的 信号 传导 通路 研究 。 

将 来 也 许可 以 运用 RNAi 进行 没有 偏 福 的 、 表 型 驱动 的 遗传 学 第 选 ,例如 可 以 通过 构建 反 
向 的 启动 子 系统 产生 随机 化 siRNA 文库 ,从 而 利用 RNA 进行 反 向 遗传 学 筛选 。 

稳定 表达 的 RNA 的 发 现 具 有 广阔 的 应 用 前 景 。 除 了 可 以 用 RNA 稳定 沉 罕 的 胚胎 干 细 
胞 株 , 并 将 其 最 终 用 于 产生 带 某 一 沉 家 位 点 的 动物 模型 以 外 ,更 理想 的 是 可 以 建立 可 诱导 的 
siRNA 系统 (例如 用 U6 启动 子 . 四 环 索 调 节 系 统 ) ,用 可 调控 的 方式 融 低 那些 对 细胞 存活 必需 
的 基因 以 研究 其 功能 。 同 时 ,可 以 想像 在 不 激活 干扰 素 反应 的 情况 下 ,将 应 用 RNAi 治疗 人 类 
遗传 性 疾病 或 病毒 感染 性 疾病 。 由 于 siRNA 的 高 度 特异 性 ,可 仅 用 于 致 病 突变 转录 本 ,例如 
P53 或 Ras 等 原 癌 基 因 转 录 本 ,而 不 影响 野生 型 转录 本 。 已 经 有 用 RNA 治疗 HIV 的 尝试 。 

总 之 ,序列 特异 的 干扰 基因 表达 的 工具 在 功能 基因 组 与 生物 医学 中 具有 很 广阔 的 应 用 前 
景 ,RNAi 无 疑 会 成 为 这 一 研究 领域 先进 的 技术 方法 。 
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v ”第 十 三 章 
常用 数据 库 及 分 子 生 物 学 软件 


内 容 提 要 


简要 介绍 了 文献 检索 的 方法 、 常 用 数据 库 及 分 子 生物 学 常用 软件 。 


在 科研 工作 中 要 随时 通过 阅读 相关 文献 来 了 解 相关 领域 的 国内 外 研究 进展 。 对 生命 科学 
工作 者 来 说 ,收录 有 全 世界 约 4 600 种 医学 和 生物 学 刊物 的 MEDLINE(medical literature，analy- 
sis，and retrieval system online) 数 据 库 是 文献 检索 的 必 去 场所 。 目 前 MEDLINE 含有 的 文献 数 已 
超过 了 1 100 万 。 显 然 , 想 从 这 浩瀚 的 医学 文献 中 准确 地 检索 出 所 需要 的 文献 必须 借助 于 一 
定 的 工具 。 而 由 美国 国家 图 书馆 开发 的 MeSH(medical subject headings) 就 是 这 样 一 个 有 力 的 工 
县。 

MeSH 即 医学 主题 词 。 由 于 医学 科学 的 迅速 发 展 ,在 现代 生命 科学 文献 中 ,同一 个 概念 往 
往 有 不 同 的 描述 。 这 就 给 检索 相关 的 文献 带 来 了 很 大 的 不 便 。 而 通过 MeSH 术语 则 可 以 用 规 
范 的 术语 将 相关 的 文献 比较 准确 地 寻找 出 来 。 在 运用 MeSH 词 之 前 ,可 充分 利用 MeSH Browser 
寻找 欲 检 索 关键 词 所 对 应 的 主题 词 。 例 如 想 了 解 “先天 性 心脏 病 " 所 对 应 的 主题 词 ,可 进 人 
MeSH Browser, iii A congenital heart disease. 


vocabulary used for indexing articles in PubMed. MeSH 
stent way to retrieve information that may use 
the sane concepts. 


mernem Se ele 


> ma: 
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点 击 go 后 出 现 如 下 对 话 框 :说 明 *congenital heart disease" 不 是 一 个 MeSH 词 , 它 给 了 以 下 这 
些 可 能 与 之 对 应 的 MeSH 词 供 选择 。 显 然 ,这 里 应 该 是 “Heart Defects, Congenital” 


ct from the following 


| 


选择 该 术语 ,点 击 浏览 , 则 可 以 看 到 先天 性 心脏 病 的 解释 和 该 MeSH 词 的 树 形 结构 ,先天 
性 心脏 病 被 归于 心血 管 畸形 中 。 


Heart Defects，Congenital [De 


iled display. 


Imperfections or malformations of the heart, existing at birth. 


Kad] this term to the Search using operator: [ADH] 


Term Heart Defects, Congenital appears in more than one place in the MeSH tree. 


icular Dysplasia 


掌握 了 MeSH 的 使 用 ,就 可 以 进行 比较 复杂 的 文献 检索 。 例 如 想 了 解 一 下 近 一 两 年 有 关 
先天 性 心脏 病 的 最 新 进展 ,可 以 采用 如 下 表达 式 : Heart Defects, Congenital[mh] AND review pt] 
AND 2001:2002[DP] AND ENC[LA] , 它 的 意思 是 查找 从 2001 年 至 2002 年 用 英文 发 表 的 有 关 先 
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心病 的 综述 。PubMed 的 查询 结果 共有 251 篇 。 当 然 还 可 以 有 更 复杂 的 查询 方式 ,例如 查询 某 
个 著名 研究 机 构 发 表 的 相关 文献 等 等 ,这 些 都 有 待 读者 在 实际 工作 中 逐渐 掌握 。 


D ERAO IAG MDU) 


ummary 


zo Items 1-20 of 251 


):1890-900. 
MEDLINE} 


Review. 


rH, Eicken A Fratz S, Hess | Related Articles 
val of patients with univentricular heart not treated 
fardiovasc Sure. 2002 Jun;123(6):1214-7. Review. No abstract available, 
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managenent of branch pulmonary artery stenosis. 
2001 Jun. 14(3) 367 一 


下 


上 面 简要 介绍 了 文献 检索 , 下面 列 出 了 一 些 常用 的 数据 库 及 分 子 生物 学 软件 ,读者 可 根据 
不 同 的 需要 选择 使 用 
第 一 节 ”常用 数据 库 


为 便于 初 入 门 的 读者 进行 研究 的 需要 , 现 列 出 分 子 生物 学 研究 比较 常用 的 数据 库 。 所 有 
数据 库 的 网 址 都 经 确认 (2002/7/10)。 


基因 组 数据 库 
GDB http: //gdbwww. gdb. org/ 
TIGR http://www. tigr. org/ 


The Sanger Center http://www.. sanger. ac. uk/ 


核酸 数据 库 

GenBank http://www. nebi. nlm. nih. gov/Genbank/index.. html 
EMBL http://www. ebi ac uk/embl/ 

基因 表达 数据 库 


IB- 
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EGAD http: //www. tigr. org/tdb/egad/egad . shtml 
Gene Expression Atlas http: //expression . gnf. org/cgi — bin/index . cgi 
READ http: //read.. gsc. riken- go. jp/ 

Gene Expression Omnibus http://www . nchi . nlm. nih. gov/SAGE/ 
‘Tissuefnfo hitp: //icb. mssm. edn/services/tissueinfo/ query 
启动 子 数 据 库 

FPD http: //www. epd. isb - sib. ch/ 

蛋白 数据 库 

SWISS ~ PROT http://www . expasy. ch/sprot/ 

PIR hitp: //pir. georgetown. edu” 

MIPS http: //mips. gsf. de/ 

蛋白 基 序 和 结构 域 数据 库 

SMART http://smart , embl - heidelberg. de/ 
PROSITE http://www. expasy , ch/ prosite/ 

Pfam http://www. sanger. ac. uk/ Software/ Pfam/ 
InterPro http://www.. ebi. ac. uk/interpro/ 

BLOCKS http://www. blocks. fhere. org/ 

PRINTS http: //bioinf. man. ac . uk/dbbrowser/PRINTS/ 
蛋白 相互 作用 数据 库 

BIND http://www. bind. ca/ 

DIP hip: //dip. doe - mbi . ucla. edu/ 

MINT http; //ebm. bio. uniroma2 it/mint/ 

疾病 数据 库 

OMIM http://www. ncbi nlm. nih. gov/entrez/query. fogi? db = OMIM 
代谢 通路 

KEGG http://www . genome. ad. jp/kege/kegg2.. html 
EMP http: //emp. mes. anl. gov/ 

数据 库 综合 查询 及 分 析 系 统 

SRS hitp: //srs. ebi. ac. uk/ 

Etez http://www. ncbi . nlm. nih. gov/ Entrez/ 

细胞 与 组 织 培养 数据 库 

ATCC http://www.. atce . org/ 
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文献 查询 及 分 析 
PubMed hup://www. nebi nlm, nih. gow/entrez/query.fogi? db = PubMed 
XplorMed http: //coot. embl - heidelberg. de/xplormed/ 


第 二 节 ”分子 生物 学 常用 软件 
这 里 列 出 的 分 子 生物 学 常用 软件 ,基本 上 能 满足 平时 科研 工作 的 需要 。 


核酸 低级 结构 分 析 

DNASIS 2.5 

基于 MacOS 和 Windows 操作 系统 的 基因 综合 分 析 软 件 ,包括 DNA RNAS 
制 酶 分 析 软 件 ,而 且 其 在 序列 输出 上 非常 完美 , 适 于 出 版 。 


白质 ,优秀 的 限 


Hil 


引物 分 析 
Primer Premier 5.0 
很 好 的 引物 设计 软件 ,与 之 类 似 的 软件 有 Vector NTI Suite 7.1.DNAClub Oligo 5.0 等。 


综合 分 析 软 件 

在 目前 所 有 综合 分 析 软件 中 ,GCG Wisconsin Package 可 能 是 功能 最 为 强大 的 一 个 序列 分 析 
软件 , 它 提供 了 约 130 个 程序 。 但 其 价格 十 分 昂贵 ,适合 于 大 的 研究 机 构 使 用 。 而 由 InforMax 
开发 的 Vector NTI Suite 7.1 是 一 适合 PC 机 个 人 使 用 的 、 有 名 的 综合 性 蛋白 核酸 分 析 工 具 包 ， 
具有 常用 的 大 部 分 分 析 功 能 ,例如 引物 设计 多重 序列 序列 装配 等 ,而 且 具 有 良好 的 数据 库 管 
理 (增加 .修改 .查找 )。 同 类 的 软件 有 DNASTAR 5.1( 又 名 LaserGene)、Omiga 2.0 、DNASIS 2.5 
等 。 


多 重 序列 对 排 

许多 综合 性 分 析 软 件 都 有 序列 比 对 功能 ,如 Lasergene Suite、GeneDoc、 Vector NTI Suite?. 1 
等 ,也 有 专门 用 于 多 重 序列 对 排 的 软件 如 MACAW 2.05、Clustal W 1. 8(DOS 状态 下 操作 )、 
Clustal X( Windows 界面 ,应 用 较 广 ) 等 。 其 中 GeneDoe 的 彩色 输出 非常 漂亮 ,适合 出 版 。 


克隆 策略 绘图 

Gene Construction Kit 2.0 

优秀 的 质粒 作 图 及 克隆 策略 绘图 软件 ,但 操作 比较 难 。 其 中 较 好 的 质粒 作 图 的 软件 还 有 
Winplas 2.6 和 pDRAW32 1.0.33 等 。 


空间 立体 结构 显示 
RasMol 2.7.1 和 Swiss - PdbViewer 是 功能 强大 的 空间 立体 结构 显示 软件 ,但 对 非 专业 人 员 
来 说 ,使 用 比较 困难 。 


序列 格式 转换 
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序列 分 析 时 ,许多 穆 序 有 各 自 的 格式 ,如 何 将 各 种 序列 格式 进行 转换 是 件 令 人 头疼 的 事 。 
GeneStudio 出 品 的 Seqverter 1.55 是 -- 很 好 的 格式 转换 软件 , 它 可 以 轻松 地 将 序列 转换 为 几 种 
常用 的 格式 ,并 将 序列 根据 要 求 作 -- 定 修饰 ,但 需 注 意 的 是 该 软件 不 具有 序列 排列 功能 等 。 


进化 树 分 析 

PHYLIP 3.6 

出 Washington 大 学 Joe Felsenstein 开发 的 免费 软件 PHYLIP( 穷 人 软件 ,作者 Joe Felsenstein 
诸 ) 可 能 是 最 广泛 使 用 的 系统 发 育 程序 。 它 包含 了 大 约 30 个 程序 的 软件 包 , 这 些 程 序 基本 上 
BGS RAR ATT. MOR Windows 的 读者 来 讲 ,似乎 性 -… 不 方便 的 是 其 需要 在 
DOS 界面 下 操作 。 


PAUP 4.0 
PAUP 4.0 是 劳 一 个 应 用 较为 广泛 的 系统 发 育 程序 (对 于 已 有 PHYLIP 3.6 这 样 优秀 的 软 
It, 再 去 拿 有 限 的 科研 经 费 去 买 这 样 一 个 商业 软件 ,有 点 不 利得 )。 


Reference Manager 9.5 
灵活 的 Boolean 在 线 PubMed MHEAR EA, UL aE a ARE. REEN 
R SPN, FL BMA BAG RARE AS LA BE RR A AA SH AR BL, ES 
可 多 得 的 好 帮手 。 
(起 5) 
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0 第 十 四 章 
生物 芯片 概 介 


内 容 提 要 o à 


基因 芯片 技术 是 20 世纪 90 年 代 发 展 起 来 的 分 子 生物 学 所 
产物 。 它 采用 原 位 光 刻 合成 或 显 微 印刷 技术 在 载体 材料 上 形 
核酸 分 子 进行 杂交 反应 。 样品 DNA/RNA 在 PORTA, 

交 后 经 仪器 扫描 及 计算 机 分 析 即 可 获得 样品 中 
因 发 现 、 高 通 量 基因 表达 平行 分 析 、 大 规模 序列 分 析 、 态 
因 功 能 研究 的 有 力 工具 。 常 用 的 生物 芯片 分 为 三 大 类 ; 即 基因 芯片 \ 秋 白质 芯片 和 芯片 实验 
宣 。 生 物 芯片 的 主要 特点 是 高 通 量 、 微 型 化 和 自动 化 。 艾 片上 密集 排列 的 分 韦 微 阵列 ,使 人 | 
们 能 够 在 短 时 间 内 分 析 大 量 的 生物 分 子 ;快速 准 取样 品 中 的 生物 信息 , 极 大 地 提高 了 
传统 检测 手 自 的 效率 。 本 章 还 以 名 词 解释 的 方式 介绍 
验方 法 ,如 杂交 突变 、 基 因 组 的 多 态 性 :PCR 


基因 芯片 技术 是 20 世纪 90 年 代 发 展 起 来 的 分 子 生物 学 技术 ,是 各 学 科 交 叉 综 合 发 展 的 
新 产物 。 

在 这 个 时 期 ,最 瞩目 的 科技 成 果 是 人 类 基因 组 计划 的 提前 完成 和 后 基因 组 计划 的 启动 , 它 
预示 21 世纪 将 是 生命 科学 取得 重大 突破 的 世纪 。 在 医学 领域 中 疾病 的 基因 诊断 和 基因 治疗 、 
干细胞 克隆 治疗 、 器 官 克隆 基因 疫苗 等 医药 高 科技 成 果 将 深刻 地 改变 人 类 的 生活 方式 和 健康 
理念 ,为 此 新 技术 和 新 方法 的 不 断 涌现 将 起 到 举足轻重 的 推动 作用 。 生 物 芯片 技术 就 在 这 种 
大 背景 下 应 运 而 生 , 它 以 高 通 量 、 集 约 化 为 特点 , 极 大 地 简化 和 缩短 了 实验 研究 进程 , 它 所 体现 
的 辨证 统一 的 分 析 观 为 从 分 子 水 平 向 整体 水 平 研究 生命 现象 的 回归 架 起 了 一 座 桥梁 ; 它 是 可 
以 和 PCR 技术 媲美 的 分 子 生物 学 发 展 中 的 “里 程 碑 " 级 的 生物 高 科技 ,实用 性 极 强 , 和 疾病 密 
切 相 关 , 尽 管 目前 尚 属 起 步 阶段 ,已 展现 巨大 前 景 。 
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一 、 生 物 芯 片 的 定义 和 特点 


什么 是 生物 芯片 ? 
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简单 地 说 ,生物 芯片 是 指 能 对 生物 分 子 进行 快速 .并 行 处 理 和 分 析 的 邮票 大 小 的 固体 器 
件 。 具体 地 说 ,生物 芯片 是 指 在 - 块 大 小 不 等 (一 般 约 1 ~2 co?) 的 玻璃 片 硅 片 JE BER 
或 金属 等 载体 材料 上 ,以 大 规模 阵列 的 形式 排 布 了 不 同 的 生物 分 子 探 针 (蛋白 质 、 核 酸 等 ) , 形 
成 可 与 目的 靶 分 子 相互 作用 ,并行 反 应 的 固 相 表面 。 将 芯片 与 荧光 标记 的 划分 子 进行 化 学 反 
应 (如 杂交 免疫 反应 等 ) ,经 过 激发 光 扫描 后 ,不 同 反 应 强度 的 标记 荧光 将 呈现 不 同 的 荧光 发 
射 谱 征 , 用 激光 共聚 焦 显 微 扫 措 仪 或 CCD(charge couple device) 相 机 收集 信号 后 ,经 计算 机 分 析 
数据 结果 ,从 而 获得 相关 的 生物 信息 。 从 另 一 个 角度 考虑 ,芯片 分 析 实际 也 是 传感器 分 析 的 组 
合 ,芯片 点 阵 中 的 每 一 个 反应 单元 都 相当 于 一 个 传感器 的 探头 ,探测 到 的 荧光 信号 被 扫 读 之 
后 ,经 图 像 分 析 和 数据 提取 ,再 输出 作 进一步 的 生物 学 和 统计 学 分 析 。 
生物 芯片 的 特征 是 什么 ? 
生物 芯片 对 样品 的 检测 是 以 高 通 量 、 集 成 化 、 并 行 化 和 微型 化 为 特征 。 举 例 来 说 ,我 们 要 
研究 肿 次 细胞 的 基因 表达 发 生 了 哪些 变化 ? 或 起 了 解 在 炎症 时 机 体 和 细胞 的 反应 性 变化 ,就 
必须 对 肿瘤 细胞 的 相关 基因 (如 冶 基 因 , 抗 癌 基 因 \ 汕 亡 基因 .细胞 周期 相关 基因 等 ) 进 行 逐一 
分 析 ; 或 对 炎症 相关 的 细胞 因子 、 趋 化 因子 、 粘 附 分 了 等 的 表达 状况 进行 研究 。 常 规 的 做 法 是 
采用 不 同 的 实验 技术 在 基因 水 平 .mRNA 转录 水 平 . 或 蛋白 质 翻 译 水 平 上 进行 研究 。 如 果 想 观 
察 mRNA 表达 水 平 的 改变 ,首先 要 提取 细胞 的 RNA, 然 后 通过 逆转 录 反 应 ,获得 cDNA, 以 其 为 
模板 进行 定量 PCR 扩 增 ,以 确定 不 同 基因 的 表达 变化 ;也 可 采取 Northern 杂交 的 方法 进行 分 
析 ; 不 管 怎 样 ,总 是 一 个 基因 .一 个 基因 地 .不 连续 地 分 析 , 效 率 之 差 显 而 易 见 。 如 果 以 一 天 分 
析 一 个 基因 的 速度 计算 ,100 个 基因 的 分 析 也 得 花 去 3 个 月 ;加 上 不 是 并 行 性 进行 操作 和 分 
析 , 组 间 误 差 和 批 间 误差 难免 产生 。 然 而 ,用 生物 芯片 能 各 免 这 方面 的 限制 ,芯片 带 给 人 们 的 
最 大 优势 是 能 同时 分 析 和 处 理 大 量 的 样品 。 深 入 的 生物 学 研究 经 常 需要 对 数 种 样品 的 数据 库 
作 分 析 , 例 如 一 旦 要 观察 多 种 生长 因子 在 数 种 细胞 系 的 不 同时 间 点 的 表达 状况 的 数据 库 进 行 
分 析 时 ,利用 芯片 技术 则 可 以 特有 的 数据 处 理 方式 来 展示 现象 之 间 联系 。 因 为 芯片 在 进行 结 
果 分 析 时 ,可 将 每 种 基因 定义 为 K 维 空间 中 的 一 点 (在 这 里 六 是 被 测 样品 数目 ) ,基因 之 间 在 
功能 (表达 ) 方 面 的 相似 性 则 可 能 揭示 出 它们 在 该 空间 中 的 依存 关系 ,并 以 “ 馈 "Clusters) 的 方 
式 表 示 , 功 能 接近 的 可 以 聚 类 的 方式 归 之 为 同 簇 ; 因 而 生物 芯片 特别 适应 于 基因 组 和 后 基因 组 
时 代 大 规模 生物 信息 分 析 的 需要 。 

生物 芯片 的 概念 来 白 计 算 机 芯片 ,因为 其 制作 过 程 中 采用 了 类 伺 集 成 电路 制作 中 的 微 加 
工 技术 ,使 得 生物 学 实验 中 -- 系 列 不 连续 的 过 程 如 样品 准备 ,生化 反应 及 检测 等 步骤 连续 化 和 
微型 化 ,在 一 个 小 小 的 芯片 上 集成 大 量 的 生命 信息 。 新 近 发 展 了 “缩微 实验 室 芯 片 (lab on a 
chip) "或 简称 为 "芯片 实验 室 ", 它 是 在 微 芯 片 基础 上 建立 的 一 种 便携 式 分 析 系统 ,可 集成 式 地 
完成 样品 制备 、 生 化 反应 及 结果 检测 3 个 步骤 。 也 即 通过 微 纲 加 工 工艺 在 芯片 上 制作 微 滤 器 、 
微 反应 器 . 微 泵 、 微 阀门 微 电 极 等 结构 元 件 ,以 实现 将 不 连续 的 化 学 分 析 过 程 移植 到 生物 芯片 
中 , 像 -~ 个 全 功能 的 实验 室 ,包含 所 有 的 分 析 平 台 ; 从 样品 制备 ,生化 反应 、 功 能 检测 到 结果 分 
析 ，.- 气 呵 成 ,从 而 极 大 地 缩短 了 检测 和 分 析 时 间 ,节省 了 实验 材料 ,更 突出 体现 生物 芯片 的 连 
续 化 和 自动 化 的 优势 和 生物 技术 发 展 的 方向 。 


二 、 生 物 芯片 产生 的 科技 背景 


当 我 们 今天 在 会 议 室 、 在 体 闲 场所 、 在 火车 上 ,突然 耳机 铃声 响起 ,就 在 此 时 .此 地 ,就 在 你 
的 手掌 中 ,全 部 通话 过 程 咀 间 完成 。 这 是 50 年 前 人 们 所 不 能 想像 的 。 正 由 于 一 场 伟 大 的 工业 
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革命 一 一 “ 硅 革 命 ”, 才 深刻 改变 了 当今 人 类 的 生活 。 科 学 家 们 用 硅 作 基 质 材料 ,将 由 无 数 的 电 
子 元 件 构成 的 庞大 电路 通过 光 刻 加 工 ,微缩 到 指甲 盖 大 小 的 集成 电路 芯片 中 ,使 分 离 元 件 计算 


机 的 体积 减少 到 笔记 本 大 小 。 这 场 工业 变革 的 发 源 地 是 美 


50 年 后 的 今天 ,4 
的 芯片 


en 的 硅 片 载体 表面 


的 硅谷 。 


上 命 科学 领域 的 一 场 变革 同样 震 城 人 心 。 美 国 的 硅谷 又 诞生 了 一 类 朵 新 
生物 芯片 ,除了 它 所 带 来 的 巨大 经 济 效益 外 ,同样 将 深刻 地 改变 着 人 类 的 生活 。 牛 
物 芯片 模拟 了 集成 电路 芯片 的 工作 原理 ,以 大 规模 微 阵列 
相 化 排 布 了 


(microarray) 的 形式 在 面积 为 1~2 


同类 型 的 ,可 寻 址 的 生物 分 子 探 针 。 生 物 芯 片 和 集成 电路 


芯片 一 样 ,可 以 将 个 别 
上 进行 。 
物 芯片 的 影响 将 渗 人 到 
片 及 药物 反应 芯片 中 高 通 甚 地 
诊断 和 远程 医疗 在 家 中 都 可 进 
选 ,司法 鉴定 、 食 品 卫 4 


的 ,不 连 


a 


续 的 


人 类 
获取 
4A 


生活 的 方方面面 。 


E 物 芯片 技术 还 可 


上 监督 环境 保护 等 领域 ;甚至 战争 期 间 


集 。 可 以 预测 , 随 着 生物 芯片 的 使 用 、 普 及 和 扩展 ,人 


fly 


片 技术 的 诞生 是 人 类 基因 组 计 


是 生命 科学 进入 后 基因 组 时 代 的 发 展 需要 。 随 着 人 类 基因 
储备 了 人 类 及 模式 生物 基因 组 DNA 序列 所 包含 的 生物 


将 变 得 更 快 .距离 将 变 得 更 短 ,信息 将 变 得 更 多 ,效率 
自 1991 年 Fodor 等 人 提出 DNA 芯片 的 概念 后 , 近 : 


RI) (HGP, human genome 


化 学 反应 单元 及 进行 及 应 的 支撑 硬件 都 集合 和 微缩 至 健 片 


由 于 可 从 个 人 芯片 化 验 室 、 环 境 监测 芯 


详尽 的 资料 ,疾病 的 涌 断 和 治疗 变 得 个 性 化 和 即时 化 ;运程 


以 用 于 新 药 开发 ,农作物 育种 、 微 生物 往 
生物 威 迹 也 可 通过 芯片 远 距离 收 
门将 会 感觉 到 ,在 我 们 的 生活 空间 中 ,时 
将 变 得 更 高 。 

年 来 基因 芯片 得 到 了 迅猛 发 展 。 生 物 芯 
project) JA BU ,执行 和 完成 的 必然 产物 ,也 
计划 的 基本 完成 ,科学 家 获得 和 
信息 .具有 高 技术 含量 的 生物 材料 和 人生 


物资 源 (如 各 种 DNA 或 cDNA 文库 .遗传 图 谱 及 突变 形式 等 ) ,也 为 进一步 深 人 研究 人 类 遗传 


性 疾病 或 肿瘤 的 诊断 及 治疗 A 
后 基因 组 时 代 的 到 来 ,研究 的 好 


f 发 和 短 选 新 型 药物 的 应 


点 也 逐渐 由 发 现 新 基 


构 信息 ， 
能 真正 体现 HGP 计划 的 价值 。 


泳 基 础 | 


WAS 


二 、 


{ 一 ) 基 因 表 达 谱 分 析 


利用 cDNA 文库 和 数据 库 可 以 制备 cDNA 微 阵列 芯片 。 一 种 基 


用 前 景 提供 物质 和 技术 的 支撑 。 随 着 


转向 探索 其 功能 , 即 面 对 大 景 的 基因 结 


如 何 对 其 功能 进行 大 规模 的 研究 ,这 是 后 基因 经 


时 代 的 主要 研究 目标 。 只 有 这 样 做 才 


对 不 同 个 体 、 不 同 


组 织 ,不 同 
因 进 行 表达 差异 的 分 析 是 完成 蛋白 质 组 计划 的 关键 环节 。 面 对 
杂 表达 方式 ,对 其 相互 作用 和 调控 关系 的 研究 是 一 项 
上 的 基因 表达 ,测序 、 突 变 和 多 肽 性 检测 以 及 Northem — 
只 能 对 有 限 的 基因 进行 研究 面 且 费时 费力 ,很 难 在 全 基因 组 水 和 
样 的 背景 下 ,生物 芯片 技术 应 运 而 生 , 它 能 够 以 大 规模 、 高 通 量 、 自 动 化 的 方式 对 基 
究 。 它 不 仅 能 利用 基因 组 计划 的 大 景 信息 在 疾病 诊断 ,药物 筛选 等 领域 发 挥 量 要 作 有 
由 质 组 计划 的 实施 提供 大 量 新 的 线索 。 


生物 芯片 在 医学 中 的 应 用 概况 与 前 景 


育 阶 段 和 不 同 生理 状态 下 的 基 
人 类 基因 组 中 几 万 个 基因 的 复 
巨 的 任务 。 而 传统 的 建立 在 电 
blot Southem - blot 等 研究 方法 
进行 系统 ,宏观 的 研究 。 在 这 
进行 研 
,而 且 还 


要 而 艰 


织 结 


在 不 同时 间 AB 


构 . 不 同 发 育 阶段 及 不 同 生物 模式 中 的 表达 方式 也 不 同 。 如 果 将 不 同 个 体 .不 同 组 织 不 同 细 


胞 周期 不 同 发 育 阶段 .不 同 病 变 .不 同 刺激 (包括 不 同 诱导 .不 同治 疗 阶 段 ) 条 件 下 的 细 
mRNA 或 逆转 录 后 产生 cDNA 与 表达 谱 基因 芯片 进行 杂交 ,可 以 对 这 些 基 
性 .组织 特 异性 ,发 育 阶 段 特异 性 ,分 化 阶段 特异 性 ,病变 特异 性 、 刺 


和 判断 ,这 为 探 明 该 基 


的 生物 学 功能 和 作用 提供 线索 ,并 能 迅速 将 某 个 基因 或 几 个 基 
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胞 内 
表达 的 个 体 特异 
激 特异 性 进行 综合 的 分 析 
与 疾 


基因 分 析 各 生物 芯片 技术 


病 联 系 起 来 , 极 大 地 加 快 这 些 基因 功能 的 确立 ,同时 进一步 研究 基因 与 基因 之 癌 的 相互 作用 。 
利用 表达 谱 基因 芯片 研究 基因 功能 的 途径 无 疑 是 一 种 从 分 子 水 平 向 细胞 和 整体 水 平 研究 
ARAM ELA ,在 整体 中 、 在 联系 中 观察 个 别 基因 的 行为 和 功能 是 最 客观 和 全 面 的 分 析 方 

日 前 ,国内 已 有 多 家 生物 高 科技 公司 制备 了 各 类 cDNA 表达 谱 芯 片 , 诸 如 癌 基 因 和 抗 癌 基 
因 芯 片 .信号 转 导 芯 片 、 细 胞 周期 检测 芯片 .细胞 凋 亡 检测 芯片 .细胞 因子 .生长 因子 及 生长 因 
子 受 体检 测 芯 片 等 ,为 基因 表达 的 整体 研究 提供 方便 。 

{二 ) 基 因 突 变 检测 

基因 诊断 是 20 世纪 70 年 代 末期 伴随 着 基因 重组 技术 而 发 展 起 来 的 … 项 以 分 析 核 酸 中 碱 
基 序 列 特征 为 基础 的 新 的 诊断 策略 。 

帮 生 物 芯片 检测 基因 突变 的 一 个 成 功 的 例子 就 是 用 4 行 砌 砖 式 阵列 (又 呀 看 瓦 阵列 , tiled 
armay) 检 测 人 线粒体 DNA 的 变异 。 检 测 时 ,所 用 的 寒 核 苷 酸 (ODN) 探 针 为 15 mers, 也 可 以 在 15 
-25 mers 的 长 度 范围 内 。 当 这 类 突变 检测 芯片 与 带 荧光 的 样品 杂交 时 ,可 以 在 芯片 中 出 现 序 
庆 特 异 的 杂交 结果 ( 详 见 第 四 章 )。 荧 光 测 序 结果 很 明显 地 区 分 出 野生 型 及 变 和 异型 的 碱 基 序 
列 。 只 要 有 1 个 碱 基 的 突变 ,引起 的 错 配 可 以 使 与 点 突变 相 邻 的 变异 序列 杂交 信号 明显 减弱 。 

如 将 人 线粒体 DNA 的 全 序列 分 为 16 000 个 20 mers 的 赛 核 苷 酸 点 在 芯片 上 ,制备 成 含 
64 000 个 阵列 的 寡 核 苷 酸 突 变 检 测 芯片 ,只 需 作 1 次 杂交 就 可 检测 出 整个 线粒体 基因 组 中 的 

日 前 这 类 突变 分 析 芯 片 已 成 功 地 用 于 人 酯 氨 酸 酶 基因 8 - 珠 蛋 白 基因 .HIV - 1 RARA 
DENRA EE EREHE C- ras, C- mye, C- erb B2, P53, Rb -1.p15、p16 等 多 种 癌 
ACERS RARU. SL A RKE ES I AS 
养 不 良 症 HOSMER a | FA MAL GR ERRE EA a MST VA FA AEE A E 
别 出 来 。 

{三 ) 基 因 多 态 性 分 析 

进行 这 类 分 析 首 先 需 要 掌握 有 关 待 分 析 等 位 基因 多 态 性 序列 方面 的 初步 知识 ,然后 选择 
适当 的 考核 音 酸 探 针 和 杂交 条 件 。 利 用 寡 核 背 酸 芯片 杂交 技术 有 可 能 分 辨 只 存在 一 个 硫 基 差 
异 的 待 分 析 DNA 序列 及 差异 序列 的 碱 基 顺 序 。 

多 态 人 性 分 析 最 广泛 的 方法 是 用 ASOs 探 针 ( 等 位 基因 特异 的 赛 核 苷 酸 探 针 ) 进 行 差 示 杂 
交 。 按 下 列 步 又 进行 :在 玻璃 片上 制备 AS0s 平面 点 阵 ;@@ 合 成 和 纯化 荧光 标记 的 单 链 PCR 
探 针 ;@ 标 记 的 POR 产物 与 AS0s 点 阵 杂 交 ;@ 莞 光 扫描 点 阵 杂交 结果 ,鉴定 基因 的 多 态 性 。 
曾 腹 这 种 方法 测 得 人 类 酯 氨 酸 酶 基因 第 4 个 外 显 子 的 5 个 点 突变 位 点 。 

革 因 组 位 点 单 核 苷 酸 多 态 性 分 析 (SNPs) 由 于 其 包含 的 信息 量 极 大 ,加 上 平均 每 1 000 个 
碱 基 就 有 -一 个 单 核 昔 酸 多 态 性 变异 ,因此 近年 来 基于 SNPs 检测 的 基因 芯片 受到 重 神 。 曾 报道 
了 将 凝 胶 测 序 法 与 高 密度 基因 芯片 技术 结合 ,对 2.3 Mb 的 人 类 基因 组 长 度 进行 了 SNPs ME, 
最 终 确定 有 3 241 个 SNPs 位 点 ,其 中 2 227 个 位 点 被 用 来 作为 构建 基因 图 的 路 标 。 

{四 } 序 列 测定 

IH Sanger 创建 的 双 脱 氧 核 昔 酸 末 端 终止 法 和 Maxam - Gilbert 化 学 测序 法 的 效率 .可靠 性 
25, 不能 满足 大 规模 测序 的 要 求 。 基 于 杂交 原理 的 DNA 芯片 测序 法 已 经 建立 ,将 芯片 测序 结 
果 与 凝 膀 测序 方法 互相 配合 或 反复 比较 后 ,已 经 展示 较 好 的 前 景 。 尽管 目前 用 该 方法 还 难以 
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对 很 大 的 未 知 DNA 片段 进行 测定 ,但 仍 有 发 展 前 途 。 

的 工作 原理 是 首先 假设 赛 核 苷 酸 的 长 度 为 N DRE, TE 
为 N 碱 基 的 随机 序列 的 阵列 集合 ,而 待 分 析 
方 根 , 例 如 一 个 含 8 个 碱 基 长 度 的 65 536 个 
此 类 推 。 
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测序 芯片 


{五 ) 药 物 基因 组 学 {Pharmacogenomics) 研 


究 


药物 学 主要 研究 药物 的 制备 应 用 


上 可 建立 "个 长 度 


的 靶 序 列 的 长 度 大 约 为 点 阵 上 医 核 站 酸 数 目的 平 
点 阵 的 芯片 ,可 


测定 约 200 个 核 音 酸 的 序列 ,可 以 


和 效应 ;而 药物 基因 组 学 则 提供 了 基因 组 的 全 部 序列 及 


有 关 基 因 和 功能 的 知识 。 从 某 种 角度 来 看 ,这 两 门 学 科 是 互补 和 相通 的 ,知道 了 基因 组 的 全 部 
序列 ,等 于 知道 了 被 基因 组 编码 的 基因 产物 的 全 部 序列 以 及 提供 了 药物 作用 于 有 机 体 的 有 效 


靶 标 的 序列 ， 
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为 在 蛋白 质 水 平 上 ,药物 的 作用 就 是 要 阻 断 或 改变 其 靶 蛋 白 功能 。 


由 于 芯片 技术 能 在 基因 组 的 水 平 上 能 监控 基因 的 表达 ,从 芯片 表达 谱 中 所 状 得 的 信息 很 


可 能 有 利于 研究 药物 的 作用 机 制 及 药物 对 基因 表达 的 调节 作用 ,特别 是 一 些小 分 子 药物 对 基 
表达 的 影响 。 同 时 芯片 技术 也 在 基因 组 和 药物 发 掘 之 间架 起 桥梁 ,开拓 了 药物 基因 组 学 研 


帘 的 新 内 容 ,包括 先导 化 合 物 的 筛选 ,药物 的 毒性 ,效应 ` 最 佳 用 量 及 药 代 动 力学 等 。 可 以 预 
言 ,芯片 提供 的 信息 与 临床 资料 相 结合 必 将 加 速 和 降低 药物 开发 的 成 本 和 价格 。 表 14 - 工 概 
FET DNA 微 阵 列 在 药物 基因 组 研究 中 的 特点 .范围 和 优势 。 


表 14-1 药物 基因 组 学 中 的 微 阵列 分 析 内 容 


应 用 基因 表达 序列 分 析 

药物 作用 机 制 表达 谱 的 改变 将 提供 有 关 药 物 功能 的 。 再 测序 可 以 定位 药物 与 蛋白 质 相互 作用 的 
BR 部 位 

先导 化 合 物 鉴定 小 分 子 的 效应 可 以 又 加 在 疾病 表达 谱 ”可 使 用 基因 分 型 的 数据 指导 先导 化 合 物 的 
的 改变 上 鉴定 

先导 化 合 物 的 优化 。 筛选 对 表达 有 最 大 影响 的 化 合 物 可 将 基因 型 数据 与 先导 化 合 物 的 活性 进行 

相关 分 析 

毒 理 表达 谱 的 继 发 改变 有 助 于 毒 理 机 制 研 究 ”毒性 与 基因 型 结合 鉴定 相关 基因 

转化 表达 谱 的 改变 有 利于 药 代 动 力学 研究 ”药物 转化 与 基因 型 关联 分 析 

药 效 个 体 间 表 达 谱 的 差异 可 决定 药 效 个 体 癌 多 态 性 差异 可 以 决定 药 效 


中 药 的 药性 .功能 及 


(六 )" 中 药 基 因 组 学 "(TCM Genomics) 


“中 药 基 因 组 学 ”的 含义 是 通过 现代 科学 技术 手段 结合 传统 中 药理 论 和 现代 科学 理论 ,将 


E 治 与 其 对 特定 疾病 相关 基因 表达 和 调控 的 影响 关联 起 来 ,在 分 子 水 平 上 


用 现代 基因 组 学 ,特别 是 功能 或 疾病 基因 组 学 的 理论 来 诠释 传统 中 药理 论 及 作 几 机 理 。 
生物 芯片 在 名 贵 中 药材 鉴定 、 药 效 分 析 ,药物 有 效 成 分 分 析 等 方面 也 有 极 大 应 用 潜力 。 香 


港 理工 大 学 在 这 方面 作 了 天 
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F 创 性 研究 。 见 图 14 - 1。 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


14-1 中 药物 种 鉴定 芯片 
全 基因 芯片 鉴别 川 贝 和 新 贝 示 意图 


(七 ) 微 生物 菌 种 鉴定 、 致 病 机 理 及 抗 药性 分 析 

DNA 芯片 可 根据 细菌 或 病毒 基因 组 分 析 结 果 进 行 基因 分 型 , 菌 种 鉴定 及 流行 病 学 研究 ; 
还 可 以 对 微生物 的 重要 基因 ,如 毒 力 基因 抗 药 基因 、 致 病因 子 等 进行 监测 ,寻找 致 病 机 制 及 而 
药 机 理 , 为 临床 治疗 提供 依据 。 
分 析 药 物 作用 下 病毒 基因 表达 情况 ,对 了 解 药 物 作 用 机 制 及 基因 功能 有 很 大 的 帮助 。 
Kozal 曾 利用 高 密度 赛 核 昔 酸 芯片 对 102 例 病人 中 167 株 分 离 病毒 进行 研究 ,发 现 HIV - 1 的 包 
膜 B 蛋白 酶 中 氨基 酸 编码 序列 的 多 变性 与 该 病毒 抗 蛋白 酶 抑制 剂 的 抗 药性 有 关 。 利 用 DNA 
芯片 可 以 检测 细微 的 致 病 微生物 mRNA 水 平 的 改变 ,有 助 于 从 病原 微生物 一 宿主 基因 组 相互 
作用 的 角度 探讨 致 病 机 理 及 治疗 效果 
从 基因 芯片 的 研究 发 现 90% ~95% 的 结核 杆菌 对 利 福 平 的 抗 药 性 与 RNA 聚合 酶 的 B 亚 
单位 (rpoB 基因 ) 的 突变 有 关 , 包 括 错 义 突变 、 缺 失 突变 等 。 利 用 芯片 技术 还 可 以 对 2 个 以 上 
不 同 的 抗 药性 基因 (如 kas4 ,pne4 emb 等 ) 同 时 进行 杂交 测定 。 

( 八 ) 克 隆 选择 及 文库 筛选 

将 生物 芯片 与 DNA 文库 和 鸣 蓝 体 文库 结合 ,进行 文库 的 分 类 和 筛选 ,一 般 有 下 列 两 种 类 
W; 

1.cDNA 文库 分 类 。 将 人 体 特定 组 织 或 器 官 的 cDNA 文库 中 的 克隆 扩 增 后 ,以 微 点 阵 方式 
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回 定 在 杂交 膜 .上 ,选用 特定 的 探 针 系 统 与 之 杂交 .再 以 计算 机 软件 分 析 , 就 可 快速 .低廉 、 高 效 
地 对 一 个 大 容量 cDNA 文库 中 代表 不 同 基因 的 cDNA 克隆 进行 分 类 和 分 析 , 让 人 们 更 清楚 简便 
地 了 解 组 织 或 器 官 在 发 生 , 发 展 ,老化 及 癌变 过 程 中 基因 表达 水 平 ,以 及 整个 人 体内 基因 网 络 
的 变化 。 

2. 颇 菌 体 文库 分 析 。 噬 菌 体 抗体 文库 是 咽 菌 体 肽 库 中 的 一 种 ,近年 在 免疫 学 和 医学 中 得 
到 广泛 的 应 用 ,如 分 析 未 知 抗原 表 位 ,抗原 决定 扎 的 定位 分 析 、 筛 选 抗体 .寻找 疾 病 相 关 的 抗 
体 ` 疲 苗 的 研制 及 药物 开发 等 。 将 目标 抗原 固定 在 生物 芯片 上 ,将 所 筛选 的 抗体 文库 加 到 缓冲 
液 中 ,以 液体 流动 形式 不 断 地 与 固定 化 杭 原 作用 。 通 过 改变 洗 脱 液 的 流速 收集 不 同时 间 点 流 
出 的 噬菌体 ,通过 动力 学 常数 分 析 , 就 可 最 终 第 选 到 高 亲和力 的 小 及 。 

{ 九 ) 监 测 恤 白质 与 蛋 自 质 、 蛋 白质 与 小 分 子 之 间 的 根 互 作用 

这 类 蛋白质 芯 片 或 肽 芯片 正在 开发 之 中 ,但 也 面临 许多 问题 有 待 解决 ,因为 蛋白 质 之 问 的 
相互 作用 与 杂交 反应 不 同 ,后 者 只 涉及 线形 序列 之 间 的 相互 作用 ,而 对 于 前 者 ,由 于 蛋白 质 分 
子 的 三 维 折 共 ,分子 之 间 的 作用 仅 发 生 在 肽 表面 ,由 此 带 来 3 方面 的 问题 :中 所 制备 的 蛋白 质 
芯片 必须 保持 蛋白 质 的 精细 的 折合 结构 ;而 在 芯片 制备 过 程 中 使 用 的 剧烈 化 学 试剂 加热. 干 
爆 等 反应 条 件 很 可 能 损害 蛋白 质 的 结构 ;@ 折 秦 蛋 白质 之 问 的 相互 作用 比 杂 交 反 应 表现 出 更 
大 的 序列 依赖 性 ,使 得 反应 动力 学 和 检测 量 更 复杂 ;@@ 荧 光标 记 的 蛋白 质 样 品 的 获得 还 有 待 方 
法 学 的 完善 和 提高 。 


第 二 节 ”生物 必 片 相关 分 子 生物 学 概念 


一 、 基 BA 


基因 (gene) 代 表 一 个 遗传 单位 ,在 化 学 上 指 一 段 DNA 顺序 ,该 顺序 可 产生 或 影响 某 种 表 
型 ,可 由 于 突变 而 生成 等 位 基因 的 突变 体 。 


=, 基因 组 和 基因 组 的 信息 含量 


基因 组 (genome) 是 指 一 个 配子 (精子 或 卵子 ) 一 个 单 倍 体 细胞 或 一 个 病毒 颗粒 中 所 包含 
的 全 套 基 因 。 

基因 组 序列 的 组 成 和 大 小 在 不 同 有 机 体 的 形式 和 功能 不 同 。 一 般 面 言 ,基因 组 的 复杂 度 
与 有 机 体 的 复杂 度 成 正比 。 细 菌 等 简单 生物 基因 组 含有 1 x 10 ~ 5 x 10° bp; 包 括 人 在 内 的 哺 
乳 类 生物 约 含 1x 10? ~ 5 x 10 bp; 像 蠕虫 或 昆虫 之 类 的 基因 组 则 含有 1 x 10 ~2x10 bpo Æ 
因 组 被 分 为 不 同 的 称 之 为 染色 体 的 节 段 ,人 含有 23 对 染色 体 ,其 中 22 对 为 常 染色 体 ,1 对 为 性 
REK E. Coli 含有 一 个 环 状 染色 体 ;酵母 含有 16 个 线性 染色 体 。 表 14 - 2 列举 的 是 基因 组 
中 所 包含 的 信息 含量 。 

来 自 于 同一 有 机 体 的 所 有 细胞 含有 相 问 的 基因 组 ,而 同 种 不 同 个 体 的 基因 组 约 有 99.9% 
的 同 源 性 及 0.1% 的 多 态 率 。 
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表 14-2 基因 组 包含 的 信息 含量 


信息 _ DNA RNA 蛋白 质 
arena a 分 分 
此 因 组 表现 度 100% 3% 3% 

类 型 编码 和 非 编码 编码 编码 
形式 aE 单 链 ne 
组 成 核酸 核酸 氨基 酸 
杂交 可 以 可 以 不 能 
碱 基 A,T,G,C AUG, C 没有 
基本 组 成 单元 4 4 at 

转 孙 效应 无 有 有 
翻译 效应 无 元 有 
生化 修饰 ARAE SRA 磷酸 化 
微 阵列 测定 可 以 可 以 EEJ 


革 因 组 分 析 能 提供 的 信息 包括 :基因 拷贝 数 、 染 色 体 的 数 日 及 DNA A A 
的 差异 。 介 是 在 DNA 水 平 上 的 基因 组 分 析 并 不 提供 任何 有 关 基 因 表 达 量 的 信息 ;而 在 mRNA 
水 平 上 的 基 内 组 分 析 却 可 为 基因 表达 提供 测量 手段 ;基因 组 的 信息 指令 最 终 是 以 蛋白 质 的 活 
性 体现 出 来 的 。 


三 、 真 核 基因 组 和 原核 基因 组 


真 核 基 因 组 和 原核 基因 组 结构 的 比较 特点 主要 有 以 下 岂 点 : 

1. 真 核 细胞 具有 上 典型 的 细胞 核 结构 ,整个 基因 组 分 布 在 各 个 染色 体 中 ,染色 体 组 装 在 核 
内 ,外 面 有 核 膜 包 衷 ,这 就 决定 了 真 核 细胞 的 基因 表达 必然 受到 其 高 级 结构 的 影响 转录 和 副 译 
两 个 过 程 ,不 能 同时 在 同一 空间 进行 ,从 而 可 以 在 更 多 的 水 平 上 进行 调节 控制 ,这 反 足 了 由 低 
级 向 高 级 的 一 种 进化 。 

2 .原核 基因 组 具有 操纵 子 结构 ,一 群 功能 相关 的 结构 基因 (多 顺 反 子 ) 串 联 在 一 起 ,连同 它 
们 前 面 的 调节 区 P- 0 区 (P 为 启动 子 ,0 为 操纵 基因 ) 共 同 组 成 操纵 子 (operon) ; 数 个 操纵 子 还 
可 以 受 一 个 共同 的 调节 基因 R( 在 乳糖 操纵 子 中 用 表示) 控制 。 调 世 基 因 可 与 操纵 子 相连 ， 
也 可 以 迁 隔 一 段 距离 。 但 这 种 操纵 子 结构 模式 尚未 在 真 核 基因 组 中 发 现 , 真 核 基因 转录 物 是 
AET, E … 个 结构 基因 经 过 转录 和 翻译 分 别 生成 一 条 mRNA 和 一 条 多 肽 链 。 

3. 原 核 和 真 核 细胞 中 的 结构 基因 中 专 无 重 番 现 象 , 即 同一 部 分 DNA 顺序 不 编码 两 种 蛋白 
质 , 但 是 丰 核 基因 是 不 连续 的 ,具有 内 含 子 和 外 显 子 结构 , 称 之 为 断裂 基因 ;而 原核 基因 是 连续 
的 ,不 含 内 食 子 结构 。 

4. 丰 核 基因 组 内 不 编码 的 序列 大 于 编码 的 序列 ,人 类 基因 组 内 纺 码 顺序 < 5% ,而 在 低 等 
的 病毒 基因 组 中 ,95 驴 以 上 为 编码 序列 ,在 细菌 的 基因 组 中 ,编码 顺序 可 达 50% 左 右 。 

5. 真 核 生物 DNA 中 含有 大 重重 复 顺 序 ,重复 频率 从 数 次 到 几 百 方 次 ,各 种 重复 序列 的 长 
度 及 重复 次 数 不 同 ,其 功能 也 有 极 大 差异 。 HREH DNA 顺序 基本 上 没有 或 极 少 有 重复 顺 
Tho 
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四 、 基 因 表 达 


基因 表达 是 指 以 基因 DNA 为 模板 ,合成 信使 RNA(mRNA) 和 蛋白 质 的 过 程 。 基 因 表 达 的 
第 一 步 是 基 内 的 转录 ,每 一 个 基因 DNA 中 能 转录 加 工 为 mRNA 的 部 分 或 能 提 呈 为 mRNA 的 部 
分 , 称 之 为 该 基因 的 编码 序列 。 人 类 基因 组 中 大 约 3% 的 部 分 可 以 编码 序列 的 形式 存在 。 基 
因 表达 的 第 二 步 则 为 mRNA 的 翻译 , 它 将 产生 有 生物 活性 的 蛋白 质 ,于 是 基 汉 组 中 所 隐 合 的 功 
能 指 今 全 部 得 到 了 体现 。 

基因 表达 是 遗传 因素 和 末 境 因素 相互 作用 的 结果 。 遗 产 因 素 指 启动 子 、 增 强 子 .剪接 位 点 
等 转录 调控 区 的 DNA 序列 ,决定 基因 表达 活性 ;而 环境 因素 包括 温度 、 应 激 、 光 及 其 他 的 信号 
等 将 导 笋 激素 或 其 他 信号 分 子 的 改变 ,从 而 影响 基因 的 表达 水 平 。 因 此 ,对 RNA 水 平 进行 分 
析 不 仪 提供 机 体 遗 传 性 方面 的 信息 ,还 可 了 解 机 体 功 能 状态 的 动态 改变 ,例如 在 热 休 克 、 药 物 
治疗 .代谢 或 疾病 状态 时 ,mRNA 的 水 平均 发 生 改变 。 有 人 提出 假设 ,认为 多 数 或 所 有 的 人 类 
疾病 都 伴 有 基因 表达 的 改变 ,在 整个 基因 组 的 水 平 上 监控 基因 表达 的 改变 已 引起 商界 的 极 大 
兴趣 ,也 为 cDNA 表达 谱 芯片 的 研究 和 发 展 提供 基础 。 


五 ,基因 突变 


从 DNA 到 蛋白 质 的 过 程 十 分 复杂 ,要 确保 每 一 步 的 精确 进行 ,如 果 DNA 结构 发 生 改 变 就 
称 为 基因 突变 (gene mutation)。 基 因 突 变 是 产生 新 基因 的 源泉 。 从 群体 上 讲 是 生物 进化 的 动 
DS ,但 对 个 体 来 说 ,大 多 数 情 况 下 都 是 有 害 的 ,或 造成 突变 个 体 的 死亡 ;或 引起 生物 的 疾病 。 

造成 基因 突变 的 原因 很 多 ,大 致 有 以 下 几 点 : 

1 .复制 误差 。 细 胞 复制 中 难免 出 现 错误 ,如 胞 内 的 DNA 修复 系统 不 能 及 时 发 现 并 修复 ， 
该 误差 将 会 在 下 一 次 的 复制 中 遗传 下 居 形 成 突变 。 

2. 取 代 突 变 。 指 DNA 分 子 中 的 一 种 磊 基 被 另 一 种 碱 基 替 换 。 如 果 是 同一 类 碱 基 蔡 换 ( 如 
僵 蛤 取代 呆 输 , 啼 啶 取代 喀 啶 ) 则 称 为 转换 (transition) ; 若 属 嗓 叭 与 喀 啶 之 间 的 互 换 , 则 称 为 颠 
换 (mansversion)。 这 类 点 突变 对 蛋白 质 功能 的 影响 是 不 同 的 。 可 为 中 性 突变 (neutral mutation) , 
一 般 碱 基 的 改变 发 生 在 三 联 密 码 的 最 后 一 个 ,由 于 密码 子 的 简 并 性 而 不 改变 原 有 的 氮 共 酸 种 
类 ;也 可 为 错 义 突变 (missense mutation) , 碱 基 的 改变 引起 氨基 酸 的 改变 。 如 果 新 的 氨基 酸 与 大 
米 的 忻 质 相近 或 处 于 蛋白 质 的 非 功能 区 , 则 对 蛋白 质 功能 影响 不 大 ;否则 将 影响 蛋白 质 功能 或 
改变 蛋白 质 构象 ,使 功能 减弱 或 丧失 。 第 三 类 取代 后 果 则 为 终 灶 突 变 或 无 义 突变 (nonsense 
mutation) , 碱 基 突 变形 成 终止 密码 子 ,使 其 下 游 的 遗传 密码 子 不 再 翻译 ,看 白质 合成 终 目 。 

3. 缺 失 (deletion) 突 变 和 插 人 (insertion) 突 变 。 无 论 是 哪 一 种 ,都 将 改变 DNA 序列 的 大 小 和 
位 置 ,如 朵 同时 改变 了 原来 DNA 编码 序列 的 阅读 框架 (reading frame) ,那么 合成 的 蛋白 质 完全 
HER , ANEX - 别克 肌肉 萎缩 症 就 是 出 于 缺失 突变 造成 的 。 

4. 染 色 体 易 位 (chromosome translocation ) 或 基因 重组 (gene recombination)。 这 类 突变 不 限于 
单个 基因 ,大 范围 的 突变 会 造成 染色 体 的 形态 异常 和 新 的 基因 组 合 。 


六 、 基 因 多 态 性 


DNA 分 子 中 ,单个 碱 基 的 多 态 性 是 普遍 存在 的 , 它 是 人 类 个 体 之 间 千 差 万 别 的 物质 基础 。 
如 果 DNA 分 子 中 单个 碱 基 的 改变 是 遗传 下 来 的 ,通常 称 之 为 多 态 性 (polymorphism); 而 在 有 机 
体 生 命 过 程 中 所 获得 的 单个 碱 基 的 改变 则 称 为 突变 。 若 以 人 基因 组 DNA 含 3x 10° bp 及 
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0.1% 的 单 碱 基 多 态 性 频率 来 计算 ,那么 任何 两 人 之 间 , 可 找到 300 万 多 态 性 碱 基 差 异 。 单 个 
碱 基 的 改变 如 发 生 在 蛋白 质 的 编码 区 ,多 态 性 的 出 现 可 能 会 改变 蛋白 质 序 列 甚至 基因 产物 的 
生物 化 学 活性 。 基 因 产 物 的 功能 涉及 人 类 健康 的 方方面面 ,因此 多 态 性 的 检测 必 将 成 为 功能 
基因 组 学 的 中 心 问题 。 
DNA 水 平 上 的 多 态 性 可 能 导致 同 种 异体 基因 表达 的 差异 。 由 于 mRNA 是 DNA 编码 区 的 
真实 拷贝 mRNA 分 析 可 鉴定 DNA 编码 区 的 多 态 性 。 
根据 DNA 多 态 性 的 差别 和 影响 ,可 将 其 分 为 : 
1.DNA 位 点 多 态 性 (site polymorphism)。 位 点 多 态 性 是 由 于 等 位 基因 之 间 在 特定 位 点 上 
DNA 序列 存在 差异 , 这 些 位 点 上 某 一 碱 基 的 存在 与 否 将 决定 这 段 DNA 能 否 被 茶 ~… 限 制 性 内 
切 栈 水解， 从 而 获得 大 小 不 等 的 片段 , 以 分 析 个 体 间 DNA 的 位 点 差异 。 
2. 长 度 多 态 性 (length polymorphism)。 由 于 相同 的 重复 序列 重复 次 数 不 同 所 致 ， 也 称 为 可 
变数 目 申 联 重复 序列 (Variable Number of Tandem Repeats, VNTRs), 这 种 多 态 性 在 人 群 中 频率 
极 高 。 非 编 公 区 内 的 串联 重复 序列 道 常 存在 于 间隔 DNA(spacer DNA) MA FAL. APR R 
联 重复 单位 从 最 短 的 2 bp 起 ,长 短 不 等 , 重复 次 数 可 少 至 数 次 , 也 可 多 至 数 百 次 。 这 类 重复 
序列 是 组 成 卫星 DNA 的 基础 。 卫 星 DNA 可 分 3 类 :大 卫星 DNA (Macrosatellite DNA)、 小 卫星 
DNA (Minisatellite DNA) , 微 卫星 DNA (Microsatellite DNA)。 微 卫星 DNA -XE fH REA 
埋 酸 串联 重复 序列 , 重复 单位 为 ?~ 4 bp, 重复 次 数 10 ~ 60 次 左右 。 常 见 的 是 以 (AC) = 和 
(TOn 的 二 聚 核 医 酸 为 重复 单位 。 除 了 在 内 含 子 、 间 隔 DNA 中 存在 外 , 微 卫星 DNA 也 存在 
RUE, 按照 三 联 密码 的 特点 , 这 些 纺 码 区 的 重复 序列 必 是 3 bp 组 成 的 重复 单位 ,如 
(AGC) n 存在 于 人 雄 激 素 受 体 基 因 内 。 
-- 般 而 言 , 功能 基因 片段 由 于 受 选择 压力 的 影响 ,表现 出 高 度 的 保守 人 性。 杀 合 度 低 ， 突 
变 率 也 低 ,表现 在 蛋白 水 平 上 平均 变异 率 为 20 万 年 中 每 400 个 氨基 酸 才 发 生 一 个 氨基 酸 变 
Fe. UR ,基因 组 中 DNA 重复 序列 则 不 受 选择 还 力 的 限制 。 这 表现 为 DNA 重复 序列 广泛 分 
布地 整个 基因 组 内 , 并 以 多 样 化 形式 存在 。 任 何 DNA 重复 序列 的 变异 都 大 于 单 拷贝 的 编码 
DNA 序列 ,其 突变 率 也 高 于 编码 顺序 。 所 以 ， DNA 串联 重复 序列 在 个 体 间 最 具有 变异 性 。 


七 、DNA 的 变性 与 复 性 


当 DNA 双 嵌 旋 互 补 碱 基 对 之 间 的 毛 键 被 破坏 ,分 离 成 两 条 单 链 的 过 程 , 称 为 DNA 变性 。 
加 热 和 加 碱 均 能 使 DNA 变性 (denaturation) 。 升 高 温度 使 双 链 解 开 的 过 程 又 叫 熔 解 ,能 使 两 条 
链 分 开 一 半 时 的 温度 称 为 熔 解 温度 , 即 常 说 的 Tm 值 。 不 同 的 DNA 分 子 由 于 分 子 中 G/C 或 A/ 
T 碱 基 的 比例 不 同 ,它们 的 解 链 温度 也 不 同 。 解 链 以 后 的 单 链 DNA, 在 不 受 任何 干扰 的 条 件 
下 , 若 缓 悍 地 降低 温度 ,分 开 的 六 链 上 ,互补 娥 基 间 还 可 以 再 配对 形成 氨 键 ,从 而 使 两 条 单 链 
DNA 分 子 恢复 成 双 链 DNA。 这 种 道 向 的 过 程 就 叫 DNA 的 复 性 (renaturation) 或 退火 (annealing)。 
DNA 分 子 间或 DNA 分 子 与 引物 之 间 的 变 狂 和 复 性 过 程 是 基因 分 析 技术 的 重要 组 成 步 又 。 


入 、 探 H 


基因 探 针 (probe) 是 用 于 探测 内 源 或 外 源 靶 基因 的 一 段 特 异性 的 核酸 序列 , 它 可 以 是 DNA 
或 RNA; 也 可 以 是 某 一 基因 的 全 长 或 其 中 的 一 部 分 长 度 。 一 般 可 将 探 针 分 为 基因 组 探 针 和 
cDNA 探 针 两 大 类 。 前 者 是 指出 基因 组 序列 中 分 离 出 来 的 DNA 片段 ;后 者 则 为 经 RNA 逆转 录 
出 来 的 互补 DNA 片段 。 两 者 不 同 之 处 显然 在 有 无 内 含 子 序 列 。 
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作为 探 针 ,必须 具备 的 基本 条 件 为 :@ 能 特异 性 (或 选择 性 ) 地 与 待 检测 的 玻 分 子 结合 ; 
探 针 分 子 本 身 必须 带 有 一 个 显示 标记 (marker) ,如 放射 性 同位 素 ,荧光 素 . 酶 标记 抗体 等 ,以 便 
能 显示 和 证 明 探 针 与 地 分 子 的 特异 性 结合 。 探 针 的 工作 原理 是 基于 核酸 分 子 之 向 的 配对 杂 
交 。 检 测 前 首先 将 探 针 分 子 和 靶 分 子 变性 成 单 链 , 如 果 探 针 的 一 条 链 将 与 被 检测 DNA 的 一 条 
链 完 全 互补 结合 ,说 明 被 测 基因 与 探 针 一 致 或 检测 物 中 存在 与 探 针 序列 相关 的 基因 序列 。 


hey ® 交 


打 父 (hybridization) 是 指 两 条 互补 的 单 链 核酸 形成 一 条 稳定 的 双 螺 旋 分 子 的 过 程 。 杂 交 反 
应 可 以 发 后 于 溶液 中 两 个 互补 分 子 之 间 ; 而 一 个 溶液 中 的 分 子 与 男 一 个 被 固定 在 支持 物 上 的 
分 子 之 间 也 能 发 生 杂 交 反 应 。 

杂交 过 程 大 致 如 下 :检测 前 首先 将 探 针 分 子 和 靶 分 子 加 热 变性 成 单 链 , 将 待 检测 的 单 链 臣 
核酸 固定 在 适当 的 载体 上 ,同时 探 针 分 子 也 必须 做 好 尔 踪 标记 ,然后 将 两 者 置 于 杂交 反应 体系 
中 进行 反应 ( 固 - 液 杂 交 )。 如 果 探 针 的 一 条 链 将 与 被 检测 DNA 的 一 条 链 完全 互补 结合 ,说 明 
被 测 基因 与 探 针 一 致 或 检测 物 中 存在 与 探 针 序列 相关 的 基因 序列 。 

杂交 方法 见 表 14 -2。 


表 14-2 主要 核酸 杂交 方法 比较 


名 称 RAT 探 针 优 点 缺 点 

Souther ` DNA DNA/eDNA MENTE 电泳 + 转移 

印迹 杂交 WERS 

Nouthem RNA RNA/eDNA 确定 分 子 量 电泳 + 转移 

印迹 杂交 HERD 

Dot blot RNA RNA/cDNA 简单 ,快速 不 能 确定 分 子 量 
EARE) KE 

Slit blot RNA RNA/cDNA 简单 .快速 不 能 确定 分 子 量 
ORERE) 大 量 

In situ RNA ODN/RNA/cDNA 不 需 提取 核酸 组 织 细胞 形态 完整 
Hybridization 

( 原 位 杂交 ) 

RNA 酶 保护 实验 RNA RNA/cDNA mRNA 定量 mRNA 末端 定位 
(RNase protection assay) 内 含 子 定位 
核酸 酶 S1 保护 实验 DNA/RNA RNA/cDNA 转录 起 始点 分 析 内 含 子 剪 切 点 分 析 


《NucleaseS1 protection assay) 


DNA sh FY BUN 5 SA AA PSE SR IE a EE oh aS E K A E PP Be 3 SEAE T 
SEAT AY. SPRUE DA RE EAR ESE I 
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+. PCR 


PCR( Polymerase Chain Reaction) MER & AHE RIM ,是 一 种 在 体外 (试管 .切片 等 ) 扩 增 核酸 
的 技术 。 该 技术 模拟 体内 天 然 DNA 的 复制 过 程 ,利用 DNA 聚合 酶 依赖 于 DNA 模板 的 特性 ,在 
附加 的 -, 对 引物 之 间 诱 发 聚合 酶 的 合成 反应 。 该 技术 由 高 温 变性 ,低温 退火 及 适 温 延 伸 3 步 
反应 弓 成 一 个 周期 ,反复 循环 进行 ,最 终 使 目的 基因 扩 增 的 产量 { 即 拷贝 数 ) 以 指数 方式 上 升 。 
在 5 个 循环 后 ,被 扩 增 的 DNA 产量 为 2* 拷 册 。 如 30 个 循环 后 (n = 30), 反应 终 产 物 的 拷贝 数 
为 2?, 也 妇 增 加 10? 个 拷贝 ,实际 浓度 增加 了 10 ~ 107 倍 。 

组 成 PCR 技术 每 一 循环 周期 的 3 个 主要 步骤 是 : 

1 .变性 (denaturation) 。 待 扩 增 的 双 链 DNA 分 子 ,于 高 温 下 (94 ~ 95 皂 ) 解 链 成 为 两 条 单 链 
模板 的 过 程 。 

2. 退 火 (anmnealling)。 指 人 工 合成 的 两 条 特异 的 赛 核 苷 酸 引 物 在 低温 (50 ~ 65 CREF, 
分 别 与 各 自 的 目标 DNA 片段 两 则 的 两 条 单 链 互 补 结合 的 过 程 。 

3. 延伸 (extension)。DNA 聚合 酶 在 适 温 下 (70 ~ 75 °C HE 4 $h dNTP 从 引 牺 的 3 端 (3 - 
OH) 开 始 挫 人 ,并 沿 着 DNA 模板 由 5’ 3 方向 延伸 ,合成 新 生 的 DNA 单 链 。 

从 下 所 述 ,PCR 扩 增 效率 的 指 慰 为 特异 性 ,高 效 性 和 忠实 性 ,该 技术 的 主要 特点 为: 

] .操作 简便 和 省 时 。 

2. 灵 敏 度 高 。 模 板 的 加 入 量 约 为 10 拷 贝 的 靶 序 列 ,就 可 以 进行 扩 增 反 应 。 从 理论 上 讲 ， 

- 根 头发 ,一 个 精细 胞 ,一 个 二 倍 体 细胞 内 的 DNA 都 可 得 到 扩 增 。 

3. 由 于 PCR 极 大 的 扩 增 效率 及 炎 敏 度 ,样品 极 微量 的 污染 便 可 导致 假 阳性 的 出 现 。 

4. 特 异性 强 。 由 于 DNA 聚合 酶 反应 只 是 在 一 对 引物 之 间 引 发 ,这 就 决定 了 扩 增 片段 的 特 

5. 模 板材 料 易 获得 。 细 菌 和 病毒 标本 、 血 液 或 细胞 标本 化 石 . 鼻 、 咽 .口腔 及 生殖 器 的 拭 子 
标本 等 ,甚至 经 固定 和 包 埋 的 石 螨 或 冰冻 组 织 标本 或 DNA 已 有 损伤 或 降解 的 古 化 石 标本 均 能 
进行 PCR 扩 增 反应 。 

6. 碱 基 错 挫 。 由 于 Taq DNA 聚合 酶 酶 无 3' 一 9 外 切 活性 ,对 错误 挫 人 的 单 核 背 酸 无 校正 
修复 功能 , 故 PCR 反应 产物 会 有 一 程度 的 碱 基 错 掺 ,一 般 可 以 忽略 不 计 的 。 但 在 进行 PCR - 
Cloning 实验 时 ,必须 考虑 错 掺 是 否 会 引起 阅读 框架 的 漂移 或 改变 。 

7.PCR 扩 增 终 产物 3' 端 - OH 的 加 尾 。 随 机 加 上 的 单 核 车 酸 ,形成 “ 毛 边 " 碱 基 , 以 A 的 加 
人 只 有 优势 。 在 进行 PCR 产物 上 克隆 时 必须 考虑 这 种 可 能 性 。 分 析 PCR 产物 两 单 链 3' 端 的 碱 
其 ,发 现 总 带 有 -- 非 机 板 依赖 件 的 碱 基 , 而 这 种 多 出 来 的 几乎 总 是 A。 利 用 这 一 特性 ,人 们 构 
建 了 一 -类 新 型 的 分 子 克隆 载体 一 即 3' 端 红 或 ddT 加 尾 载 体 ,统称 了 载体 , 它 可 与 末端 携带 
dA 的 PCR 产物 进行 连接 ,简化 克隆 步骤 。 

8. 引 物 的 3' 端 。 延 伸 将 从 3' 端 - OH 引发 , 故 不 能 进行 任何 修饰 。 

9. 引 物 的 5' 端 。 由 十 5 端的 作用 仅 为 限定 PCR 产物 的 长 度 ,对 扩 增 特异 性 影响 不 大 , 因 
而 叮 被 修饰。 例如 加 限制 性 酶 切 位 点 引信 列 启动 子 序列 (如 了 7 启动 子 ) 插入 与 缺失 突变 序 
列 . 标 记 生物 素 / FOR (EIC 或 FAM 等 )/ 地 高 六 / EDFA ~F 等 . 引 人 蛋 白质 结合 DNA 序 
列 ( 顺 式 元 件 )。 
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第 三 节 ”生物 芯片 的 分 类 简介 


和 所 有 的 分 类 方法 一 样 , 同 一 种 芯片 根据 不 同 的 标准 ,就 有 不 同 的 归 类 组 别 和 定位 。 最 初 
的 生物 芯片 ,用 于 DNA 序列 的 测定 .cDNA 表达 谱 分 析 、 基 因 突变 的 检测 和 鉴定 等 , 故 称 之 DNA 
芯片 或 基因 芯片 。 目 前 这 一 技术 已 扩展 至 免疫 反应 、 受 体 结合 \ 小 分 子 捕获 ,药物 筛选 等 领域 ， 
种 类 繁多 ,分 类 也 趋 于 详细 和 全 面 。 下 面 将 作 一 简单 介绍 。 

1. 根 据 基 片上 交 联 固定 的 识别 分 子 种 类 不 同 ,可 分 为 基因 芯片 蛋白 质 芯片 . 肽 芯片 .细胞 
芯片 组织 芯片 . 赛 核 苷 酸 芯片 等 。 

2. 生 物 芯 片 的 结构 特征 、 分 析 过 程 来 分 ,可 分 为 以 亲 合 结合 技术 为 核心 的 微 阵列 芯片 和 以 
微 管道 网 络 为 结构 特征 的 微 流 控 芯 片 。 


S h 
Sja 
ai 1l 
村) Š 


图 14-2 用 于 基因 表达 、 蛋 白 分 析 及 药物 筛选 的 各 类 主动 式 芯片 


3. 根 据 芯 片 的 功能 又 可 分 为 测序 芯片 .基因 作 图 芯片 .基因 表达 谱 芯 片 .克隆 选择 和 文库 
筛选 芯片 ,物种 鉴定 和 基因 组 分 型 芯片 .突变 检测 芯片 .多 态 性 分 析 芯片 ,药物 芯片 , 鸣 菌 体 文 


4. 根 据 芯片 的 用 途 , 还 可 分 为 分 析 芯 片 ,检测 芯片 和 诊断 芯片 。 

5. 根 据 生物 化 学 反应 过 程 分 类 ,可 将 生物 芯片 分 为 不 同 的 类 型 :例如 用 于 样品 制备 的 生物 
芯片 ,生化 反应 生物 芯片 及 各 种 检测 用 生物 芯片 等 。 

(1) 样 品 制备 芯片 。 其 目的 是 将 通常 需要 在 实验 室 进行 的 多 个 操作 步骤 集成 于 微 芯片 上 。 
目前 ,样品 制备 芯片 主要 通过 升温 、 变 压 脉冲 以 及 化 学 裂解 等 方式 对 细胞 进行 破碎 ,通过 微 滤 
器 、 介 电 电 泳 等 手段 实现 生物 大 分 子 的 分 离 。 

(2) 生 化 反应 芯片 。 即 在 芯片 上 完成 生物 化 学 反应 。 例 如 ,在 芯片 上 进行 PCR 反应 的 
PCR 芯片 (图 14 -3)。 由 于 检测 和 分 析 的 灵敏 度 所 限 , 通 常 在 对 微量 核酸 样品 进行 检测 时 必 
和 需 事先 对 其 进行 一 定 程 度 的 扩 增 , 所 以 用 于 PCR 的 芯片 无 疑 为 快速 大 量 扩 增 样品 多 个 DNA 片 
段 提 供 了 有 力 的 工具 ,还 可 以 节约 实验 试剂 ,提高 反应 速度 。 

(3) 检 测 芯 片 。 用 来 检测 生物 样品 的 。 例 如 用 毛细 管 电泳 芯片 进行 DNA 突变 的 检测 ,用 
于 表达 谱 检测 .突变 分 析 、 多 态 性 测定 的 DNA 微 点 阵 芯 片 (也 称 DNA 芯片 ); 用 于 大 量 不 同 蛋 
自 检测 和 表 位 分 析 的 蛋白 或 多 肽 微 点 阵 芯 片 (也 称 蛋白 或 多 肽 芯片 )。 

国内 有 的 单位 曾 将 所 有 的 生物 芯片 按照 以 下 方法 进行 分 类 ,也 能 很 好 地 反映 生物 芯片 的 
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BML REA AE ,以 供 参考 (其 中 并 没有 将 药物 芯片 单独 归 类 ) : 
vce [DNA 芯片 
mea erat 
FRESH op a ie 
swen 蛋白 质 芯片 


ea [HES IF 
SARIS ae eae 


组 冲 液 样品 
A A 
B 
c L 产物 
s 
输入 输出 ke 
A 95C IRRA z Li 
BITC 延伸 
C60C 退火 9 
Tomm 
(a} (b) 
图 14--3 PCR 芯片 示意 图 
(PCR 共 有 O 
PEH (50 mm x 40 mm x 0.55 mm) DM 20 HEIE, S0 min 
蚀刻 90 pmx40 pan HAPBEE AE SE (0.55 pm) TARER 
有 进出 液 孔 (400 jam) 环 氧 封装 石英 管 
(内 #100 pm) 
微量 注射 条 输入 PCR 混合 物 及 缓冲 液 


mAs PER 李 健 ) 
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生物 芯片 的 制备 和 检测 


A 训 人 


ANG AMRLAS THREES . 
划 的 实施 和 发 展 。 将 成 千 上 万 种 核酸 探 


程序 ,提高 其 准确 性 和 可 和 性 。 EASIER r at 
Nt ae 

生命 技术 、 电 子 技术 以 及 计算 机 软件 等 的 不 断 向 前 发 展 , 基 
也 必 将 得 到 广泛 的 应 用 。 ER. 


第 一 节 ”载体 的 表面 修饰 


一 、 芯 片 载体 和 载体 材料 


芯片 的 核心 技术 在 于 在 一 个 有 限 的 固 相 表 面 上 刻印 大 量 的 生物 分 子 CDNA、 蛋 白质 ) 点 
阵 , 故 把 用 于 连接 吸附 或 包 埋 各 种 生物 分 子 , 并 使 其 以 固 相 化 的 状态 进行 反应 的 固 相 材料 统 
称 为 载体 或 基 片 。 一 种 理想 化 的 载体 除了 能 有 效 地 固定 探 针 外 ,还 必须 允许 探 针 在 其 表面 与 
目标 分 子 能 稳定 地 进行 杂交 反应 。 

生物 芯片 所 用 的 载体 大 多 数 是 固体 片 状 或 者 薄膜 类 ,制作 生物 芯片 的 材料 必须 具有 以 下 
的 基本 特征 :具有 良好 的 光学 性 质 ,能 适应 透射 光 和 反射 光 的 测量 ;@ 载 体 表面 必须 具有 可 
以 进行 化 学 反应 的 活性 基 团 ,以 便 能 与 生物 分 子 或 修饰 分 子 进行 偶 联 ;@ 使 单位 载体 上 结合 的 
分 子 数 达到 最 大 的 容量 ;@ 载 体 应 当 是 惰性 的 并 且 具 有 足够 的 稳定 性 ,包括 机 械 的 、 物 理 的 和 
化 学 的 稳定 性 ,而 惰性 是 指 载体 所 具有 的 特异 性 吸附 或 其 他 性 能 都 不 干扰 生物 分 子 的 功能 ,而 
稳定 性 是 在 进行 芯片 制备 和 分 子 杂交 过 程 中 ,能 抗 一 定 的 压力 和 酸 碱 变化 ;@ 载 体 具 有 良好 的 
生物 兼容 性 以 利于 制作 不 同 种 类 的 生物 芯片 。 研 究 者 应 根据 具体 的 实验 情况 来 选用 适合 于 自 
己 的 片 基 材料 以 达到 最 好 的 效果 。 
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制作 生物 芯片 的 载体 材料 很 多 ,其 理化 性 质 符 合 要 求 的 超过 百 种 ,它们 大 致 分 为 4 类 , 即 
FAUT ARB UBE BD ALERT RAD AD FRR, SS AER 
AEA SE RR RE JE IR Se. Sh EAR 
RREH ERN E HRS Hs a EU EAT L, RR RE RE ERE EB 
同 的 胶 块 上 , 制 成 以 凝 胶 块 为 点 阵 的 芯片 。 由 于 蚀刻 技术 的 发 展 等 原因 ,塑料 已 被 视 为 将 来 制 
作 芯 片 的 理想 材料 。 聚 二 甲 基 硅烷 (PDMS) 是 现在 最 常用 的 塑料 基底 材料 , 它 具 有 以 下 优点 : 
容易 塑造 ,光学 透明 ,化 学 情 性 与 稳定 性 等 。 但 是 目前 常用 还 是 玻璃 片 .金属 片 ,高 分 子 材料 薄 
膜 等 ,其 中 以 玻璃 片 应 用 最 为 广泛 。 

LE. SRA . 硅 片 相 比 , 膜 的 优点 是 与 核酸 亲和力 强 , 和 杂交 技术 成 熟 , 道 常 无 需 另 外 包 
被 。 由 于 尼龙 膜 与 核酸 的 结合 能 力 .韧性 、 强 度 都 比较 理想 ,以 膜 为 基质 的 芯片 绝 大 多 数 采用 
尼龙 膜 。Schleicher & Schuell 公司 是 专业 生产 杂交 /过 滤 膜 的 公司 ,著名 的 硝酸 纤维 素 膜 即 是 
该 公司 首 家 推出 的 。S&S 的 Nytran SuPerChange 生产 的 正 电荷 尼龙 膜 带电 量 是 常规 正 电荷 尼龙 
膜 的 3 售 , 与 核酸 的 结合 力 更 强 , 而 且 又 大 大 降低 了 背景 和 非特 异 结合 ,克服 背景 高 的 缺点 ,加 
上 起 性 强 ,反复 杂交 10 次 依然 保持 表面 平整 的 优点 ,成 为 制作 尼龙 膜 芯 片 的 最 佳 选 择 。 

2 .玻璃 片 。 玻 璃 片 是 应 用 最 广泛 的 ,主要 原因 是 : 申 材料 来 源 方便 县 价格 便宜 ,表面 羟基 
可 以 用 N,N- 二 乙 氧 基 氨 丙 基 三 乙 氧 基 硅烷 作 表 面 处 理 , 然 后 能 够 个 联 核酸 、 酶 分 于 、 抗 体 ( 搞 
原 ) 或 其 他 多 肽 蛋白 质 分 子 , 并 防止 其 在 杂交 洗涤 过 程 中 被 冲洗 掉 。 经 表面 化 学 处 理 的 玻 片 是 
一 种 持久 的 载体 , 它 可 耐 受 高 温和 高 离子 强度 。 也 可 以 用 统 基 标记 的 生物 分 子 直 接 和 玻璃 表 
而 作用 等 。 但 是 ,往往 价格 低廉 的 玻 片 表面 不 均匀 ,这 种 异 质 性 会 导致 表面 活化 的 问题 从 而 影 
响 芯 片 的 质量 ,现在 高 质量 的 底 物 我 片 可 以 从 下 面 的 公司 获得 (http:Z/amrayit, com 和 http:// 
www emt, coming. com) ,这 种 芯片 在 表面 活化 中 具有 很 好 的 稳定 性 和 均一 性 。@ 大 多 数 生 物 芯 
片 采用 了 发 光 检测 的 方法 ,不 管 投射 光 或 反射 光 它 均 适 合 。 玻 璃 芯片 可 使 用 双 荧 光 甚 至 多 荧 
光 杂 交 系 统 ,可 在 个 反应 中 同时 对 两 个 以 上 的 样本 进行 平行 处 理 。@ 可 以 用 光 刻 的 方法 在 
玻璃 芯片 上 刻 出 微 电 路 ,或 者 它 与 刻 好 微 电 路 的 橡胶 压 紧 成 联合 使 用 的 微 电 路 , 道 过 微 基 注射 
泵 在 载体 上 进行 生物 分 子 的 联结 , DNA 杂交 ,清洗 和 检测 等 。@ 其 他 :如 玻 片 具有 不 温润 性 ， 
使 杂交 体积 降低 到 最 小 ,因此 提高 了 退火 时 的 动力 学 参数 ;而 且 政 水 表面 可 以 使 点 密度 大 于 亲 
水 表面 (因为 亲 水 表面 上 样品 点 将 扩散 ); 玻 片 的 荧光 信号 本 底 低 ,不 会 造成 很 强 的 背景 十 扰 。 
相对 玻 片 而 言 , 另 一 种 载体 奎 片 除了 以 上 乱 点 外 ,其 均 质 性 更 好 。 

S&S 公司 的 CAST Slides( Cat. No.10484181,20/box) 将 SuPerCharge 正 电荷 尼龙 膜 附 着 在 玻 
片上 ,这 各 特殊 的 玻 片 综合 了 尼龙 膜 的 高 亲和力 和 玻 片 刚性 的 优点 ,是 世界 上 第 一 个 膜 结合 玻 
片 。 而 FAST Slides(Cat.No.10484182,207box) 则 是 在 玻 片 表面 包 被 一 种 专利 的 聚合 物 ,这 种 聚 
合 物 能 迅速 与 DNA 以 非 共 价 但 是 不 可 道 的 方式 结合 。 由 于 表面 包 被 层 的 多 孔 性 和 厚度 使 单 
位 面积 的 DNA 结合 能 力 比 常规 化 学 表面 处 理 正片 加 高 得 多 ,使 得 检测 更 加 灵敏 。 其 杂交 方式 
和 传统 的 杂交 一 样 。 适 用 的 检测 方法 包括 同位 素 检测 ,化 学 发 光 法 和 荧光 检测 ;由 于 包 被 的 多 
认 物 有 效 降低 对 人 射 光 的 散射 ,FAST Slide 同样 适合 用 激光 共 码 焦 成 像 系统 进行 荧光 检测 。 

3, 硅 片 。 硅 是 非常 常用 的 一 种 材料 ,这 是 由 于 在 微 电 子 领域 ,人 们 已 经 摸索 出 了 一 整套 成 
熟 的 硅 加 工 工艺 。 对 于 需要 温度 控制 的 生物 反应 ,例如 聚合 酶 链 式 反应 (polymerase chain reac- 
tion, PCR) , 链 置换 扩 增 (strand displacement amplification, SDA) ,由 于 硅 具 有 良好 的 导热 性 ,更 是 
成 为 人 们 的 首选 。 但 是 娠 的 缺点 是 不 透明 ,不 利于 光学 检测 ,并 且 具 有 一 定 的 导电 性 ,尤其 是 
具有 比较 强 的 表面 非特 异性 吸附 。 因 此 在 制作 毛细 管 电泳 芯片 时 ,人 们 一 般 不 选用 硅 , 而 选用 
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残 璃 或 者 塑料 。 由 于 在 使 用 生物 芯片 时 ,必须 考虑 到 生物 相 容 性 问题 ,而 玻璃 . 闻 料 表面 所 具 


有 的 各 种 功能 基 团 使 其 很 容易 进行 化 学 修饰 ,从 而 使 其 生物 红 


必 片 是 用 玻璃 或 者 塑料 制作 的 。 
基 办 芯片 的 英文 名 称 表 示 法 很 多 ,有 Cene Array, GeneChip, DNA chip. microarray 和 
macroamay 等 等 。 在 了 解 芯片 的 载体 材料 后 ,就 不 难 理解 为 什么 习惯 于 将 DNA chip, GeneChip, 


microarray 多 指点 阵 密集 度 很 沿 的 玻 片 基质 的 微 
片 ) ;而 macroarray 则 多 指点 阵 密集 度 较 低 的 尼龙 膜 基因 微 阵列 
公司 注册 的 专利 和 名称, 特 指 该 公司 的 产品 系列 。 


载体 化 学 修饰 即 载体 的 活化 。 为 使 探 针 稳定 地 固定 于 介质 表面 , 需 对 介质 表 而 进行 
预 处 理 。 活 化 试剂 EDC NHS 等 通过 化 学 反应 在 载体 表面 上 键 合 上 活性 基 团 如 氨基 、 
物 . 殖 基 、 酶 基 、 肌 基 , 以 便于 与 配 基 相 结合 ,形成 具有 生物 特异 性 的 亲 和 表 面 ,用 于 国定 
RR .多肽 等 生物 活性 分 子 。 通 常 在 钢 性 载 
MBAC HDF HARE MT E ) ,薄膜 型 载 
针 分 子 ,通常 需 包 被 以 氨基 硅烷 或 多 来 赖 氮 酸 等 。 

由 于 片 基 的 表面 修饰 主要 以 化 学 修饰 为 


二 、 载 体 


Z 


REKKEN. EAEE 


阵列 《有 时 也 用 来 指点 阵 密集 度 很 高 的 胶 膜 芯 
其 中 ,CeneChip 是 被 Affymetrix 


学 
环 氧化 


蛋白 


体 表面 必须 衍生 出 活性 基 团 如 羟基 或 氨基 ( 视 
体 为 使 其 表面 带 上 正 电 荷 以 吸附 带 负 电荷 的 探 


E, 面 化 学 修饰 的 基本 原则 是 :在 片 基 表 而 上 必须 


存在 合适 的 功能 性 化 学 基 团 以 便 偶 联 生 物 分 子 ,因为 未 经 修饰 的 孩 片 是 不 会 键 合生 物 分 子 的 ， 


AR AEA A TARET 
量 。 芯 片 载体 处 理 的 基本 要 求 为 : 呈 修 饰 后 的 表面 是 均匀 
进行 共 价 的 或 非 共 价 的 化 学 修饰 ;@ 在 荧光 探 针 激发 波长 
Hi KITAME EE (signal ~ to - noise ratio, S/N) ; 回 人 允许 有 效 的 | 
微 表 而 .上 均匀 地 进行 大 量 和 高 密度 的 样品 点 阵 或 刻印 ;中 在 同 


均 能 进行 有 效 的 刻印 。 


目前 ,有 很 多 方法 已 被 用 来 对 载体 基 片 进行 表 而 化 学 处 


telechem 硅烷 化 正片 载体 等 不 
化 成 不 同化 学 活性 的 表 而 ,这 种 过 程 往往 在 普通 实验 室 条 代 


片 基 的 表面 特征 和 将 固定 的 生物 配 基 分 子 的 化 学 特征 , 例 


定 


脱落 或 扩散 ;并 且 提 高 刻印 表面 的 质 
而 且 硬 质 的 ;@@ 易 于 对 修饰 后 的 表面 
范 


内 有 一 个 低 的 背景 荧光 ;@ 具 有 


各 种 不 同 的 生物 材料 ;@@ 人 允许 在 


# 


一 个 芯片 上 所 有 点 的 变量 相关 
系数 ( Coefficient of Variation,CV) 是 很 低 的 ,一 般 低 子 10% ,这 样 能 够 保证 在 芯片 的 任何 位 置 上 


,制备 成 多 聚 赖 氨 酸 修饰 载体 、 
村 基 修 饰 载 休 、 氨 基 修饰 裁 体 殉 基 修饰 载体 ,琼脂 糖 包 被 的 载体 ,丙烯 酰胺 硅烷 化 载体 、 


同类 型 。 其 基本 过 程 都 是 把 息 片 的 硅 表 面 根据 不 同 的 要 求 而 活 


下 即 可 进行 。 选 择 的 原则 是 依据 


MRM AREOREA, H 


EDC 和 


NHS ERARE WAY ME AARS PEEN FETERE TT AR TT IR A RA, 


则 可 采用 N,N - 二 乙 氧 基 氢 丙 基 三 乙 氧 基 硅烷 处 理 而 活化 。 采 用 类 似 的 方法 ,可 
ARTAR, TA MR E eE 
种 常见 的 表面 化 学 活化 进行 说 明 。 

带 有 羟基 ( - OHERA AMANA PDMS 或 N,N - 二 乙 氧 基 氨 


1. 有 机 胺 活化 芯片 。 


两 基 三 乙 氧 基 硅 烷 处 理 ,转化 玻 片 表 而 的 产 基 基 园 成 为 活化 的 氨基 基 
处 理 表面 氨 化 的 玻 片 ,使 其 带 正 电 荷 而 活 
相连 ,并 旦 这 种 连接 在 紫外 线 的 作用 下 能 转化 成 共 价 连接 及 电荷 相互 


(0) 活化 : 
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性 基 团 活化 ,然后 再 进行 不 同 的 键 合 反应 ， 


[以 分 别 把 载 
下 而 就 几 


团 , 另 外 也 可 用 酸 溶液 米 


5 ,使 得 DNA 分 子 能 通过 静电 的 方式 而 与 芯片 表面 


其 过 程 见 下 图 。 


(EFA. 
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BUR —> p- on NH, 
on 表面 活化 NH, 
PDMS/DETA 
oH NH, 
(2) SAFE: 
OF 


一 N 


o= NQ 

玻璃 片 NH, NH 2H,0 N 
N 7 

\ NH, > NH 

NH, - NH, NH, 


2. FE (Formaldehyde) 78-4 B05 Hr. APA PSE BE H Ab, RY By BAS A P A E 
物 活化 ,表面 带 有 醛 基 的 玻 片 能 与 DNA 或 蛋白 质 的 氨基 相互 作用 而 形成 共 价 连接 ,然后 通过 
脱水 作用 而 形成 Schiff 碱 的 共 价 连接 ,使 站 分子 牢 固 地 结合 在 玻 片 上 。 其 过 程 见 下 图 。 


{1) 活 化 : 
Z o 
OH Ke H 
of 带 有 活性 蔡 基 的 硅烷 衍生 物 KA o 
H 
OH on 
(2) 与 丢 分 子 键 合 : 
HN HO 
z? 《一 NH 一 i 
CH HN al -2H,0 H 
wo Sna 
Z a 《一 aa 一 Ge N 
H 
0 
OH o 


3. 活 化 的 表面 带 有 环 氧 基 (epoxy) 树 脂 的 芯片 。 通 过 与 带 有 环 氧 基 团 的 硅烷 反应 ,将 环 氧 

基 基 团 引入 玻 片 的 表 而 ,也 是 目前 常用 的 方法 。 带 有 氨基 的 DNA 或 蛋白 质 分 子 通过 进攻 环 氢 

基 基 团 而 形成 氨基 键 的 连接 ,从 而 使 分 子 牢 圈 地 固定 在 玻 片 的 表面 ,为 了 消去 剩余 的 环 氧 基 
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团 ,用 硼 氢化 钠 还 原 可 使 之 变 成 产 基 基 团 。 其 过 程 可 表示 如 下 。 


(1 活化 : 
OH 
oH 带 有 环 氧 基 的 硅烷 衔 后 物 > 4 
OH 
(2) 与 靶 分 子 键 合 : 
HN— 
NH— NH 一 
HN— 
OH oH 
NH— NH 一 
NaBH, 
> oH > oH 
H 
OH 


4. 活 化 的 表面 带 有 赖 氨 酸 基 团 的 芯片 。 这 是 目前 最 常见 的 芯片 活化 方式 之 一 ,与 有 机 胺 
活化 的 芯片 相似 ,其 原理 是 先 将 琉 片 表 窗 的 羟基 转化 成 带 活性 赖 氮 酸 基 团 的 表面 ,然后 DNA 
分 子 上 的 氨基 基 团 与 芯片 上 的 肽 键 相 互 作用 而 形成 共 价 连接 ,其 过 程 如 下 : 

(0) 活化: 


NH, 


i} 

OH . NH—(CH,),—CH\¢.0 

Polylysine _ 2H,0 ‘ 
oH 了 一 > mn: (cH), on“ MH 
oH OH NH, 

DIWATA 

NH, HN NH, 
NH~(CH).—-CHN C0 NH~(CH),—CH~G=N- 
NH—(CH),—GH NE N-n), qHH 
OH NH, -H,O OH NH, 


5. 活 化 的 表面 带 有 斑 基 基 团 的 芯片 。 带 有 羟基 ( - OW) 的 硅 玻 片 表面 也 可 以 首先 用 带 有 
- SH 的 活性 硅烷 处 理 ,转化 玻 片 表面 的 羟基 基 团 成 为 活化 的 玛 基 基 团 ,DNA 分 子 与 - SH 基 团 
形成 共 价 连接 面 固定 靶 分 子 。 其 过 程 见 下 图 。 
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在 上 述 化 学 修饰 中 提 到 的 硅烷 
基 团 的 有 机 硅 单 体 , 能 起 到 把 有 机 


R 
srera asi 
Hydrazin i al ie 
“on -ses=9 一 R 


试剂 ,又 称 硅烷 偶合 剂 , 是 分 子 中 具有 两 种 以 上 不 同 反 应 
材料 和 无 机 材料 进行 化 学 偶合 的 媒介 作用 。 一 般 具 有 


RSX3 的 化 学 结构 。X 表示 水 解 基 


团 , 如 甲 氧 基 . 乙 气 基 等 ,能 与 无 机 材料 (玻璃 .金属 .二 氧化 


砖 ) 进 行 化 学 结合 。R 为 有 机 官能 团 


如 氨基 ,羟基 、 莹 基 等 ,能 与 有 机 物质 结合 。 代 表 性 的 硅烷 


化 试剂 有 : 


SUAS PRE H NCH6Si (OCH) 
ARRZLAREE ”HPNCsHeSi(OCH5)3 
AAR PARE 。 HSCsHeSi(0CH3)s 
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N- 氨 乙 基 氨 两 基 三 甲 氧 基 硅 烷 | H,NC,H,NHC;H,Si(OCH,), 


三 、 载 体 修饰 后 的 国定 及 选择 原理 


尽管 芯片 载体 修饰 有 很 多 方法 ,最 常用 的 有 两 种 仍 属 醛 基 或 氨基 修饰 的 玻璃 片 载体 。 

醛 基 修 饰 的 玻 片 主要 利用 Schift 碱 结合 的 原理 。 在 中 性 室温 条 件 下 ,玻璃 片上 的 醛 基 与 
靶 分 子 的 氨基 反应 生成 弱 Schiff 碱 而 将 待 加 样 的 分 子 固定 下 来 。 这 种 玻 片 可 以 制备 cDNA 芯 
片 , 玻 片 表面 的 醛 基 可 与 DNA 上 的 碱 基 GC A 的 芳香 胺 反应 形成 Schiff 碱 ;还 可 以 通过 与 氨 
基 修 饰 的 DNA( 或 寡 核 符 酸 ) 反 应 形成 Shi 碱 而 得 以 固定 。 如 果 用 醛 基 修 饰 的 玻 片 制备 赛 核 
ERTA , 则 必须 先 在 窒 核 华 酸 的 5' 端 连接 氨基 碳 辟 后 才能 加 样 固定 。 

氨基 修饰 的 玻 片 多 用 于 制备 cDNA 芯片 ,氨基 在 中 性 条 件 下 带 正 电 荷 与 DNA 分 子 中 带 负 
电荷 的 磷酸 基 团 结合 形成 离子 键 而 被 固定 ,经 UV 交 联 后 进一步 提高 固定 率 。 

多 课 束 氮 酸 修饰 的 玻 片 主要 通过 物理 吸附 固定 DNA 分 子 。 多 聚 赖 氨 酸 富 集 正 电 荷 , 易 于 
吸附 带 负 电荷 的 核酸 片段 , 适 于 固定 几 百 bp 的 cDNA BR PCR 产物 ,在 紫外 照射 的 能 量 作用 下 ， 
SRO AAT LA DNA 上 的 胸腺 喀 啶 碱 基 之 间 形 成 共 价 键 进一步 提高 男 定 率 。 但 该 类 芯片 
Rai FA BEI AAA ASH WAN RE R A AS A 
cDNA 固定 率 和 检测 灵敏度 进行 比较 分 析 ,证 明 后 者 对 cDNA 的 固定 率 要 优 于 前 者 。 

羔 基 化 修饰 的 正片 需要 先 对 玻璃 基 片 进行 洁净 处 理 如 酸 处 理 、 氮 水 处 理 等 ,然后 用 MPTS 
缓 促 液 对 玻璃 基 片 硅烷 化 处 理 , 使 其 表面 上 形成 琉 基 ,而 后 再 与 相应 的 生物 活性 分 子 进行 键 合 
BBL. 

此 外 在 载体 表面 还 可 以 通过 分 子 自 组 装 构 建功 能 化 的 单 分 子 层 , 以 保证 芯 片 的 均 质 性 。 

有 很 多 经 过 表面 处 理 的 商品 化 的 载体 可 供 选 用 : TeleChem Amaylt Super Microarray Sub- 
strates(25 mm x 76 mm) 采 用 高 清洁 度 , 超 平 表面 的 玻 片 并 进行 化 学 修饰 ,各 项 技术 指标 居 同 类 

产品 前 列 。SuperClean{ Cat. No. SMC ~ 25, etc.), SuperAmine( Cat. No. SMM - 25, etc. ) 和 Super- 
Alay Cat. No. SMA - 25, ete.) 三 种 规格 可 偶 联 核酸 蛋白 .甚至 细胞 , 且 偶 联 过 程 可 以 在 室温 
及 中 性 条 件 下 进行 。 

Clontech 提供 的 DNA - Ready Type I Slides (Cat. No.7880 - 1, 5 slides/box) 是 氨基 修饰 的 ,能 
结合 200 bp ~ 10 kb 的 修饰 和 未 经 修饰 的 DNA, DNA — Ready Type II Slides (Cat. No. 7881-1, 5 
slides/box) 是 特殊 氨基 修饰 的 ,能 结合 50 bp ~ 10 kb 的 修饰 和 未 经 修饰 的 DNA。 

另外 CEL 公司 也 提供 醛 基 化 修饰 的 玻 片 Silylated Slides(Cat. No. CSS - 25)。 
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要 将 样品 加 到 所 选择 的 修饰 好 的 芯片 载体 上 的 方法 主要 有 两 类 , 现 分 别 以 微 阵列 蕊 片 和 
微 流体 芯片 两 大 类 为 例 介绍 如 下 。 


一 、 微 阵列 芯片 及 其 制备 技术 


分 子 微 阵列 芯片 是 以 生物 技术 为 基础 ,在 芯片 表面 固定 一 系列 的 可 寻 址 生物 分 子 阵列 即 
探 针 阵 列 , 可 以 是 蛋白 \ 糖 、 脂 类 和 细胞 等 ,通过 与 样品 中 的 扣 分 子 作用 来 获 到 生物 信息 。 
通常 微 阵列 制备 方法 包括 离 片 合成 法 、 原 位 合成 法 等 ,后 者 包括 光 引 导 原 位 合成 法 、 压 电 
打印 原 位 合成 法 以 及 分 子 印 章法 ; 耐 离 片 合成 法 又 包括 点 接触 法 及 喷 盟 法 。 
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(一 ) 离 片 合成 法 (合成 后 加 样 ) 

离 片 合成 法 是 将 预先 制备 好 的 核酸 、 多 肽 蛋白 等 生物 大 分 子 再 用 特殊 的 自动 化 微量 点 样 
装置 将 其 以 较 高 密度 互 不 干扰 地 印 点 于 经 过 特殊 处 理 的 玻 片 . 尼 龙 膜 .硝酸 纤维 素 膜 上 ,并 使 
其 与 支持 物 牢 固 结合 。 支 持 物 需 预先 经 过 特殊 处 理 ,例如 多 聚 赖 氨 酸 或 氨基 硅烷 处 理 等 ; 亦 可 
用 其 他 共 价 结合 的 方法 将 这 些 生 物 大 分 子 牢 牢 地 附着 于 支持 物 上 。 


(a) 


玻璃 毛细 管 


图 15-2 常见 的 两 种 非 接触 式 点 样 方式 


从 图 15 — 1,15 - 2 中 可 见 点 样 的 方式 分 两 种 ,其 一 为 接触 式 点 样 , 即 点 样 针 直 接 与 固 相 支 
持 物 表面 接触, 将 DNA 样品 留 在 固 相 支持 物 上 ;其 二 为 非 接触 式 点 样 , 即 喷 点 ,是 以 压 电 原 理 
将 DNA 样品 通过 毛细 管 直接 喷 至 固 相 支持 物 表 面 。 有 效 地 将 DNA 固定 在 固 相 支 持 物 上 对 
DNA 芯片 的 制作 是 很 关键 的 。 目 前 报道 的 固定 方法 有 物理 吸附 \ 共 聚合 ` 络 合 以 及 共 价 结合 ， 
其 中 共 价 结合 最 为 常用 。 在 共 价 结合 固定 中 ,只 是 在 很 少 的 情况 下 生物 分 子 直接 侦 联 在 固 相 
支持 物 上 (如 统 基 修饰 的 DNA 固定 在 金 表面) ;而 通常 是 先 在 载体 表面 修饰 一 个 功能 化 的 单 分 
子 层 , 生 物 分 子 通过 化 学 吸附 固定 在 单 分 子 层 上 。 目 前 有 两 种 系统 用 于 共 价 连 接 固定 :在 羟基 
化 表面 的 烧 基 硅 氧 烷 单 层 和 在 金 表面 的 烷 基 硫 醇 单 层 。 离 片 合成 法 制作 芯片 的 工艺 比较 简单 
便于 掌握 、 分 析 设 备 易于 获取 ,适宜 用 户 按照 自己 的 需要 灵活 机 动 地 设计 微 点 阵 ,用 于 科研 和 
实践 工作 。 

(二 ) 原 位 合成 法 

1. 光 引 导 原 位 合成 法 。 此 法 是 照相 平板 印刷 技术 (photolithography) 与 传统 的 核酸 、 多 肽 固 

、 
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相合 成 技术 相 结合 的 产物 。 可 用 于 DNA 芯片 的 合成 ,也 可 以 用 于 肽 芯片 的 合成 ,整个 合成 均 
在 芯片 表面 完成 。 基 片 在 聚合 反应 前 要 先 使 其 表面 入 生出 羟基 或 氨基 ( 视 所 要 固定 的 分 子 为 
核酸 或 寡 肽 而 定 ) 并 与 保护 基 团 建立 共 价 连接 。 光 线 通过 一 个 掩 膜 ,由 于 掩 障 具 有 间隔 的 不 透 
明 区 和 半 透 明 区 , 当 光 线 通 过 掩 膜 上 的 半 透 明 区 时 , 基 片 上 的 光 不 稳定 保护 基 团 光 解 脱落 ,被 
保护 的 氨基 酸 或 短 肽 、 核 苷 酸 等 暴露 于 基 片 表面 ,加 入 反应 底 物 ,合成 反应 就 会 发 生 。 不 断 地 
利用 不 同 的 掩 膜 并 重复 上 述 步骤 ,多 肽 或 寡 核 苷 酸 序列 就 进行 了 在 芯片 原 位 合成 的 过 程 。 

Affymetrix 公司 率先 开发 窒 聚 核 苷 酸 原 位 光 刻 合成 技术 ,是 生产 高 密度 赛 核 苷 酸 基因 芯片 
的 核心 关键 技术 。 技 术 原理 是 首先 使 支持 物 羟基 化 ,并 用 光敏 保护 基 团 将 其 保护 起 来 。 每 次 
选取 适当 的 蔽 光 膜 (mask) 使 需要 聚合 的 部 位 透 光 , 其 他 部 位 不 透 光 。 这样 , 光 通 过 项 光 膜 照射 
到 支持 物 上 , 受 光 部 位 的 羟基 脱 保护 而 活化 。 因 为 合成 所 用 的 碱 基 单 体 分 子 一 端 按 传统 固 相 
合成 方法 活化 , 另 一 端的 5' 羟 基 则 受 光 敏 保护 基 团 的 保护 ,所 以 发 生 偶 联 的 部 位 反应 后 仍旧 带 
有 光敏 保护 基 团 。 因 此 ,每 次 通过 控制 蔽 光 膜 的 图 案 ( 透 光 与 不 透 光 ) 决 定 哪些 区 域 应 被 活化 ， 
以 及 所 用 单 体 的 种 类 和 反应 次 序 就 可 以 实现 在 待定 位 点 合成 大 量 预定 序列 罕 聚 体 的 目的 。 其 
基本 原理 如 图 15 -3 所 示 


(a) (SERRE) 
WE AMR sas 化 学 侦 联 


rhea 
20000 


图 15-3 BRAERALHEWARTE 


该 方法 的 主要 优点 是 可 以 用 很 少 的 步骤 合成 极其 大 量 的 探 针 阵列 。 如 合成 65 536 个 探 
针 的 8 聚 体 赛 核 苷 酸 序列 仅 需 4x8 = 32 步 操作 ,8 h 就 可 以 完成 。 不 过 ,该 方法 每 步 合成 反应 
产 率 比 较 低 , 不 到 95% 。 因此 探 针 的 长 度 受到 了 限制 ,只 能 合成 30nt 左右 长 度 的 赛 核 苷 酸 。 
在 此 基础 上 ,有 人 将 光 引 导 合成 技术 与 半导体 工业 所 用 的 光敏 抗 蚀 技术 相 结合 ,以 酸 作为 去 保 
护 剂 ,将 每 步 合 成 产 率 提高 到 99% ,但 制造 工艺 复杂 程度 增加 了 许多 。 所 以 如 何 简便 地 提高 
合成 产 率 是 光 引导 原 位 合成 技术 有 待 解决 的 问题 。 

2. 压 电 打印 原 位 合成 法 。 其 方式 类 似 于 喷 墨 打印 机 ,合成 原理 与 传统 的 核酸 或 赛 肽 固 相 
合成 技术 相同 。 四 个 墨 粉 鼓 分 别 带 有 四 种 不 同 的 核 若 酸 (A、T.C 和 G) ,也 可 以 是 染色 体 DNA, 
抗体 和 cDNA 等 。 打 印 喷头 将 合成 用 的 四 种 核 苷 酸 按 预定 程序 喷 印 到 活化 的 基 片 上 特定 位 
点 。 喷 印 上 去 的 试剂 即 以 固 相合 成 原理 与 该 处 支持 物 发 生 偶 联 反应 ,然后 用 酸 去 保护 ,重复 此 
操作 可 以 在 特定 位 点 合成 出 可 长 达 40 ~ 50 nt 的 探 针 。 其 过 程 如 下 图 15 -4 所 示 。 
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图 15-4 压 电 打印 原 位 合成 法 工作 方式 


3. 分 子 印章 原 位 合成 法 是 中 国 东南 大 学 吴 健雄 实验 室 发 明 的 ,分 子 印章 法 工作 原理 见 示 
意图 15 - 5, 其 方法 是 根据 所 要 制备 的 微 阵列 , 主要 是 寡 核 苷 酸 阵 列 ,设计 出 一 组 不 同 的 图 形 
的 微 印 章 , 然 后 按 预 先 的 设计 把 不 同 的 化 学 单 体 ( 如 含 不 同 碱 基 的 核 苷 酸 单 体 ) , 涂 在 不 同 的 印 
章 表 面 , 然 后 依次 压 印 在 基板 表面 。 在 催化 剂 的 作用 下 每 次 压 印 是 一 次 化 学 联接 反应 。 每 次 
压 印 后 ,基板 表面 的 化 学 基 团 应 重新 活化 ,以 便 进 行 下 一 次 压 印 ,在 基板 表面 的 分 子 活性 基 团 
上 连接 新 的 化 学 基 团 。 通 过 一 系列 可 控 的 压 印 过 程 ,可 以 在 基 片 上 的 指定 位 置 合成 所 需 的 化 
合 物 阵列 微 单 元 ,最 终 得 到 所 需 的 寡 核 苷 酸 微 探 针 阵列 。 

上 述 3 种 原 位 合成 技术 所 依据 的 固 相合 成 原理 相似 ,只 是 在 合成 前 体 试剂 定位 方面 采取 
了 不 同 的 解决 办 法 ,并 由 此 导致 了 许多 细节 上 的 差异 。 但 这 3 种 方法 都 有 在 不 同 聚 合 反应 之 
间 如 何 精确 定位 及 如 何 对 合成 的 探 针 进行 质量 评估 的 问题 ,同时 原 位 合成 每 步 合成 产 率 有 限 。 
但 原 位 合成 的 短 核酸 探 针 阵列 具有 高 密度 ,杂交 速度 快 .效率 高 . 较 好 的 阵列 批 间 连续 性 等 优 
所 , 甫 用 来 进行 突变 检测 ,多 态 性 分 析 ,表达 谱 检测 ,杂交 测序 等 需要 大 量 探 针 和 高 的 杂交 严谨 


性 的 实验 ， 
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图 15-5 分 子 印章 法 原理 示意 图 
上 面 所 介绍 的 离 片 合成 法 与 原 位 合成 法 是 目前 作为 主要 的 两 大 类 芯片 制作 方法 ,各 具 特 
点 ,其 中 原 位 合成 法 因 其 技术 难度 大 、 成 本 投入 高 等 原因 ,只 有 少数 大 公司 采用 ,但 具有 较 高 的 
精度 和 密度 ,可 直接 用 cDNA 数据 库 中 的 信息 合成 寡 核 苷 酸 ,在 1.6 om? 的 面积 上 可 以 合成 40 
万 个 样品 。 离 片 合 成 后 点 样 ,虽然 点 样 密度 较 低 , 每 平方 厘米 可 含 2 500 个 样品 ,但 由 于 其 成 
本 低 ,操作 方便 ,一 般 的 公司 及 研制 单位 广泛 采用 的 点 样 方式 仍 是 多 种 多 样 的 离 片 合成 法 。 表 
15 — 1 对 它们 的 特点 作 了 较 详细 的 比较 。 
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表 15-1 离 片 合成 法 与 原 位 合成 法 的 比较 


项 A 离 片 合成 法 oe 原 位 合成 法 
光 引 导 原 位 合成 法 还 电 打 印 原 位 合成 法 。 分 子 印 章法 
芯片 密度 HERE 高 密度 高 密度 高 密度 
探 针 种 类 FEER, RRR TR .抗体 、 FRFR 
cDNA. AR HK SEAR CDNA Hk 
探 针 长 度 不 限 约 25 nt 不 限 较 短 
能 否 对 探 针 评估 ”能 不 能 不 能 不 能 
工艺 复杂 性 简单 复杂 较 复杂 较 复杂 
应 用 基因 表达 基因 表达 基因 表达 基因 表达 
突变 检测 突变 检测 测序 突变 检测 突变 检测 
二 、 微 流 控 芯 片 及 其 制备 技术 
(一 ) 概 介 


微 流 控 必 片 以 分 析 化 学 和 分 析 生 物化 学 为 基础 ,应 用 微 电 子 加 工 技术 ,在 微 世 片上 加 工 出 
毫米 级 其 至 微米 级 的 容器 , 泵 、 阁 ,管道 等 结构 网 络 , 将 样品 制备 ,生化 反应 以 及 检测 分 析 的 整 
个 过 程 集约 化 形成 微型 分 析 系统 。 现 在 已 有 由 加 热 器 、 微 泵 、 微 阅 、 微 流量 控制 器 、 微 电极 , 电 
子 化 学 和 电子 发 光 探 测 器 等 组 成 的 蕊 片 实验 室 问 世 , 并 出 现 了 将 生化 反应 、 样 品 制 备 \ 检 测 和 
分 析 等 部 分 集成 的 生物 芯片 实验 室 。 


目前 这 类 芯片 往往 是 -个 面积 2 ~ 3 om? 的 细 片 ,其 材料 可 


以 是 硅 、 玻 璃 ,塑料 等 ,通过 蚀 


刻 或 印 模 的 方法 在 细 片 上 刻 制 切面 不 大 于 50 pm 的 道道 等 微 结构 ,然后 在 芯片 上 结合 盖 板 封 


lle 
(二) 芯片 的 微 加 工 技 术 


通过 沉积 ,蚀刻 . 微 铸 和 擎 制 等 方法 在 基 片 表面 或 里 面 产 生 微型 结构 就 是 微 启 技 术 。 常 用 
的 方法 是 光 刻 平板 印刷 技术 和 软 石 板 印刷 术 。 


光 刻 平板 印刷 技术 由 光敏 胶 涂抹 、 光 刻 


lh 3 个 基本 步骤 组 成 , 先 


将 光敏 感 聚 合 物 均匀 


涂抹 十 奈 片 或 玻璃 上 ,溶剂 蒸 于 后 ,形成 一 姑 光 敏 层 ,在 光敏 层 的 表面 上 覆盖 掩 膜 , 在 UV 的 时 


射 下 ,可 以 选择 性 地 将 光敏 层 刻 成 相应 的 图 案 , 再 用 化 学 刻 蚀 的 方法 可 在 


档 , 完 成 后 除去 光敏 层 即 可 。 


硅 片 上 刻 制 相应 的 四 


软 石板 印刷 术 包 括 所 有 用 于 微 结构 成 型 的 非 蚀刻 技术 ,如 印 刻 法 和 微 接触 印 制 法 。 印 刻 


法 是 -种 低 成 本 大 批量 制作 塑料 微 芯片 的 方法 。 其 作法 是 先 在 硅 片 上 刻 
三 维 结构 ,然后 在 塑料 上 印 制 得 到 设计 的 微 通道 阵列 。 微 接触 印 制 法 使 用 平板 橡 蒋 印 模 将 化 


学 式样 刻 制 到 基 片 表 曾 , 相 比 印 刻 法 ,这 种 方法 刻 得 到 更 高 精度 的 微 刻 结构 。 


盖 片 通过 阳极 键 合 或 热 结合 


合法 一 般 使 利用 精 结 剂 来 完成 。 


固 


定 在 刻 有 微 刻 结构 的 基 片 上 ,形成 圭 
键 合法 是 利用 静电 作用 将 玻 片 和 硅 片 或 金属 粘 合 在 一 起 ,使 得 天 者 之 间 天 


制 微 通道 阵列 的 凸版 


闭 的 三 维 结构 。 阳 极 
CRA Te 


通过 下 述 技术 ,现在 可 以 在 厘米 尺寸 的 芯片 上 构建 诸如 色谱 或 电泳 分 离 柱 .PCR 反应 室 、 
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(三 ) 微 流 控 芯 片 实例 

目前 研究 较 多 的 此 类 芯片 有 生物 电子 芯片 药物 控 释 芯片 毛细管 电泳 芯片 和 微缩 芯片 实 
验 室 等 。 生 物 电子 芯片 是 通过 微 电 子 加 工 技术 ,在 热 氧 化 的 硅 基 片上 构建 电极 阵列 ,并 在 每 个 
电极 上 通过 氧化 硅 沉积 和 蚀刻 制备 出 样品 池 。 将 连接 链 霉 亲 和 素 的 琼脂 糖 覆 盖 在 电极 上 ,在 
电场 作用 下 生物 素 标记 的 探 针 即 可 转运 到 特定 电极 与 目的 片段 杂交 , 即 电子 杂交 。 由 于 电场 
的 作用 使 得 DNA 选择 性 传送 ,同时 使 杂 BE ,特异 性 更 高 。Cheng 等 利用 该 芯片 对 病人 全 
血 分 析 ,检测 到 E. coli , 溶 壁 微 球菌 和 表皮 葡萄 球菌 的 DNA。 并 在 此 基础 上 ,创造 性 地 将 电场 、 
磁场 与 芯片 结合 起 来 。 此 外 生物 电子 芯片 还 常常 用 来 对 癌 基 因 ,地 中 海 贫血 病 等 遗传 性 疾病 
进行 单 碱 基 突 变 分 析 


生物 芯片 工艺 技术 发 展 的 最 高 水 平 。 目 前 可 用 于 细胞 分 离 .样品 预 处 


理 .血气 


则 ,PCR 扩 增 和 毛细 管 电泳 的 微 流体 芯片 均 有 报道 ,但 它们 功能 相对 过 于 简单 ,只 能 
作为 缩微 芯片 实验 室 的 雏形 。 今 后 的 方向 是 将 样品 制备 .生化 反应 以 及 检测 分 析 的 整个 过 程 


化 形成 微型 分 析 系 统 , 即 缩微 芯 上 微小 的 尺寸 和 各 种 技术 的 整合 使 得 缩微 芯片 
具有 很 多 显著 优点 ,首先 样品 的 要 求 量 只 需 微 升 甚至 纳 升 级 .分 析 过 程 快速 化 .自动 化 、 
过。 但 也 有 一 些 不 足 , 由 于 只 用 了 微量 样品 ,因此 提高 了 检测 的 难度 ,对 污 


集成 化 ,携带 方便 
染 也 更 加 敏感 等 


三 、 其 他 类 型 芯片 制作 方式 


如 通过 导电 的 吡咯 单 体 的 聚合 形成 微 阵列 .或 者 将 寡 仿 苷 酸 固定 在 光纤 纤维 的 一 端 ,然后 
将 维 捆绑 成 束 , 组 成 由 不 同 寡 核 苷 酸 集合 体 的 微 阵 列 , 但 这 种 制备 方式 实质 上 还 是 属于 
合成 后 加 样 的 模式 


> 到 成 像 系统 


图 15-6 光纤 传感器 阵列 系统 的 结构 图 
(A) 光 纤 生 物 传感器 图 解 。(d) 纤 维 近 端 与 成 像 系统 纤维 夹 的 不 锈 钢管 相连 ;(b) 光 纤 束 长 3 英尺 (f) 可 用 于 远 距 离 探 
测 ;(c) 保 护 橡 胺 管 从 纤维 束 远 端 移 开 后 ,开始 进行 操作 
(B)CCD 相机 对 插 人 缓冲 体系 中 HE 阵列 成 像 。( 左 ) 白色 光线 传导 通过 阵列 远 端 成 像 ; ( 右 ) 缓 冲 液 经 480 
nm 波长 激发 后 在 530 nm 背景 荧光 成 像 。 光 线 通过 种 羡 层 时 产生 的 一 些 干 扰 ,在 离 微 阵列 远 端的 接受 部 分 不 形成 荧光 信和 号。 
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(1) 连接 区 域 


电极 陈列 


Q. “ee JN 


S 
ata EALA SHENG HB 
沉积 在 电极 表面 


bY ie 


图 15-7 电化 学 
(1) 会 有 个 金 微 电 裤 阵列 硅 片 的 示意 图 ;(2) 用 于 肝炎 C 病毒 基因 分 型 的 多 凤 吡 咯 DNA 尾 片 
(4A) 吡咯 聚合 原理 ;(B) 可 芋 址 的 窒 核 攻 酸 (ODN) 电 诱导 性 共聚 合 ; 首 先 ODN - pyri 在 电极 1 共聚 合 ,然后 洗涤 细胞 , 电 
极 2 激活 后 OND - pyr? 进行 聚合 


四 、 基 因 芯 片 和 赛 核 蔡 酸 芯片 制备 原理 


微 阵列 基因 芯片 的 制备 包括 待 固定 样品 的 制备 与 纯化 ,点 样 、 点 样 后 的 固定 处 理 (例如 紫 
外 交 联 ) ,封闭 防止 非特 异性 吸附 等 步骤 ,下 面 以 医学 研究 中 最 常用 的 cDNA tS AEE 
芯片 为 例 进行 说 明 ( 更 具体 的 内 容 将 在 下 节 讨论 ) ,对 其 他 类 型 的 芯片 制备 步骤 仅 以 光纤 DNA 
生物 传感器 微 阵 列 的 制备 为 例 作 一 简介 。 一 般 可 以 购买 商品 化 的 已 制作 好 的 cDNA 芯片 或 赛 
核 背 酸 芯片 ,如 有 特殊 需要 也 可 以 自己 制备 。 

(一 )cDNA 芯片 的 制备 流程 

1. 用 PCR 扩 增 cDNA 克隆 ( 扩 增 片段 长 范围 在 800 ~ 3 000 bp 之 间 ) ,反应 完成 后 ,通过 G- 
50 柱 纯化 除去 未 摊 人 的 游离 核 苷 酸 以 获得 cDNA 片段 。 

2.PCR 产物 用 异 再 醇 纯 化 后 进行 点 样 。 选 择 适 宜 的 芯片 载体 ,再 进行 硅烷 化 处 理 ,得 到 表 
面 氨 基 修 饰 的 芯片 。 样 品 cDNA 可 溶 于 水 中 ,也 可 以 溶 于 3x SSC 的 盐 溶 液 中 。 根 据 有 些 作者 
的 经 验 ,虽然 用 水 溶解 的 样品 在 玻 片 上 的 固定 率 高 ,但 是 均匀 度 .整齐 度 及 面积 大 小 均 不 如 溶 
解 在 盐 溶 液 中 ,建议 还 是 使 用 盐 溶 液 。 点 样 液 的 浓度 一 般 为 0.5 pg /HL。 点 样 可 根据 不 同 条 
件 , 采 用 不 同 的 点 样 仪 ,手动 或 自动 点 样 。 
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3 .点 样 后 处 理 。 将 点 样 后 的 玻 片 进行 扫描 ,观察 均匀 度 ,然后 经 过 水 合 .于 燥 等 步骤 处 理 。 
一 般 先 水 合 1 ~ 2 h, AEAN TF TR 30 min。 后 图 于 紫外 交 联 仪 中 进行 交 联 (60 mJ) ,再 用 
0.2%SDS 在 室温 下 洗涤 5 min, 最 后 用 ddH20 冲洗 2 次 ,每 次 1 min, 再 进行 扫描 。 或 在 水 洗 后 
再 在 0.2% AU SUL AAP PALE 10 min, HRT BAS 

点 样 后 ,也 可 根据 实际 情况 ,自己 摸索 最 佳 的 洗涤 条 件 。 

了 4. 芯片 固定 率 的 测定 。 为 了 评价 DNA 的 固定 效果 ,必须 检测 DNA 的 固定 率 。 固 定 率 特 指 
外 样 后 的 芯片 经 洗 赔 后 ,与 玻 片 结合 的 DNA 总 量 占 总 点 样 量 的 百分比 。 

固定 率 =《 洗 脱 后 的 荧光 值 / 洗 脱 前 的 荧光 值 ) x 100% 

为 此 ,可 将 用 Cy3 和 Cy5 标记 的 一 定 长 度 的 DNA 样品 ,将 PCR 产物 纯化 后 点 于 玻 片 上 ,每 
个 样品 点 20 个 以 上 ,用 扫描 仪 相 应 的 软件 测定 和 分 析 不 同 条 件 下 样品 在 洗 脱 前 后 的 荧光 强 
度 , 计 算 固 定 率 - 

5. 用 标记 探 针 杂交 实验 进一步 验证 芯片 的 质量 。 根 据 上 面 实验 所 确定 的 优化 条 件 ,固定 
cDNA 样品 后 ,与 人 胎 意 mRNA 进行 杂交 实验 ,观察 表达 谱 芯 片 的 的 信 品 比 ,选择 比值 最 高 的 进 
行 实 验 。 到 此 为 止 ,- - 张 可 用 于 检测 的 cDNA 菩 片 便 制 备 成 功 。 当 然 ,如 果 进 行 大 规模 的 制 
备 , 那 芯 片 制备 中 的 批 问 误 益 必须 控制 在 一 定 精度 内 以 控制 质量 。 

(IISRSREA ARREST 

LAS HUES BORE ABMEAR LAY TERE TC LAD BE TE ERAT AGS” RS OT A AE i 
后 才能 点 样 。 赛 核 昔 酸 芯片 的 制备 主要 利用 SOE A OF 5 
玻 片 共 价 键 连接 ,接头 分 子 (linker) 可 以 是 1,4 - 苯 二 异 硫 氰 酸 酯 ,成 二 醛 或 丁 二 酸 醋 等 。 

如 果 将 所 枯 修饰 的 玻 片 说 泡 于 $ 鸡 的 戊 二 醛 中 ,在 室温 下 放置 30min ,水洗 一 次 ,室温 干燥 
后 就 得 到 本 基 修饰 的 玻 片 ,可 进行 点 样 。 但 是 处 理 时 成 一 醛 的 两 个 醛 基 有 可 能 同时 与 玻 片 上 
的 狠 基 结合 ,而 影响 其 中 一 个 醇 基 与 实 核 共 酸 探 针 的 结合 而 减少 探 针 固定 容量 ,但 是 该 法 的 优 
点 是 处 理 方便 和 价格 便宜 。 

所 需 准 备 的 样品 浓度 为 10 uM BF 50% DMSO 点 样 液 中 。 

2 .点 翌 后 歌 片 处 理 。60 所 烘箱 烤 4 bh( 封 闭 ,并 放 卫 生 纸 如 少许 水 以 保持 湿度 ) 后 , 玻 片 转 
移 到 硼酸 钠 溶 液 中 (1.0 g MEME F 300 mL PBS, 加 入 100 mL 100% 乙 醇 ,用 前 临时 配置 ) ,在 
所 床上 缓慢 转动 处 理 3 min, 以 减少 游离 醛 基 。 再 以 0.2%SDS 洗涤 2 min、 以 dH20 洗涤 两 次， 
每 次 其 分 钟 。 离心 甩 二 ,储存 于 暗 处 ,并 保持 干燥 。 

{三 } 光 纤 DNA 生物 传感器 微 阵列 的 制备 流程 简介 

光纤 生物 传感器 微 陈列 {fher - optic biosensor microarray) 也 可 以 同时 分 析 大 量 DNA 序列 。 
如 果 将 每 - 根 光 纤纤 维 的 远 端 都 分 别 固 定 上 不 同 的 疹 核 攻 酸 探 针 ,再 将 这 些 修饰 后 的 光纤 纤 
维 摘 绊 成 束 ,构成 吉 核 仑 酸 的 微 阵 列 。 交 光标 记 的 互补 窟 核 背 酸 与 微 阵 列 人 杂交, 并 通过 CCD 
赂 相机 监视 荣光 强度 的 变化 。 这 种 类 型 的 微 阵列 检测 同样 快速 灵敏 ,可 在 不 到 10 min 的 时 间 
内 同时 检测 出 10 nmol/L 微量 的 众多 DNA 序列 。 

在 制备 修饰 光纤 纤维 时 , 先 将 纤维 拉 的 两 端 摔 光 , 洗 净 , 远 端 放 入 10% (氨基 ) 丙 基 三 乙 氧 
硅烷 的 丙酮 溶液 (ww) 中 硅烷 化 2 h, 取 出 在 丙酮 洗涤 几 次 后 于 空气 中 干燥 30 ming 将 纤维 放 
入 1.25% 的 成 二 醛 - 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH6.8,0.02 mol/L) 4 30 min, 然 后 再 在 空气 中 干燥 1h, 洗 
净 后 放 于 蒸馏 水 中 ,直至 需要 时 再 取出 。 

10 nmol 的 5 氨基 修饰 的 寡 核 昔 酸 溶 于 90 pL 的 0.1 mol/L 的 硼酸 钠 缓冲 液 中 (SBB)。 加 

+ 206 . 


第 十 五 章 ”生物 芯片 的 制备 和 检测 


入 5 nmol 的 cyanuric chloride( 溶 于 10 pL HZ ATP) ,室温 下 反应 1 h, 未 反应 的 cyanuric chloride 
可 通过 三 次 离心 超 滤 去 除 (3 000 dalton 的 分 子 量 截留 值 , Microcon 3, Amicon 公司 ) ,然后 用 200 
pL fY 0.1 mol/L 的 硼酸 钠 缓 冲 液 中 (SBB) 稀 释 ,所 得 到 的 活化 引物 回收 在 50 pL 的 0.1 mol/L 
的 确 酸 钠 缓冲 液 中 (SBB) ,于 4 TC 下 可 放置 1 个 月 。 

将 待 修饰 的 光纤 纤维 的 远 端 浸泡 在 5 个 2 mL 的 0.1 mol/L 的 SBB 中 进行 洗涤 。 然 后 将 顶 
端 浸入 10 uL 含 150 nmol 的 被 cyanuric chloride TF {EMAAR -0.1 mol/L 的 SBB 溶液 中 ,1 ~ 
2 h, 取 出 后 再 转移 至 含 200 pL 90% DMSO 109% 1 mol/LSBB(pH8.3)、0.1 mol/L succinic anhy- 
dride 的 溶液 中 ,室温 下 反应 1 h。 取 出 后 光纤 纤维 的 顶端 将 按照 上 面 所 介绍 的 方法 在 更 换 的 
0.1 mol/L ÁJ SBB 中 洗涤 2 次 ,接着 在 每 一 次 都 更 新 的 含 0.1 mol/L NaCl 及 0.1%SDS 的 TE 缓 
冲 液 (10 mmol/L 的 Tris- HCl, pH 8.3,1 mmol/L EDTA) 中 洗涤 5 次 ,然后 储 于 该 洗涤 液 中 直到 
使 用 前 。 于 是 功能 化 的 赛 核 苷 酸 光纤 顶端 微 阵列 便 可 捆绑 而 成 。 

从 上 面 所 介绍 的 内 容 可 见 ,不 管 是 什么 类 型 的 芯片 微 阵列 ,其 载体 修饰 方式 及 微 阵列 制作 
方式 的 基本 原理 及 步骤 都 是 相通 的 。 
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对 于 表达 谱 芯片 其 检测 大 致 流程 包括 ( 见 图 15 - 8a): 以 下 将 从 杂交 探 针 的 制备 ,样品 制 
备 \ 分 子 杂交 等 3 个 方面 对 芯片 检测 的 实验 流程 作 以 介绍 (图 15- 8b)。 


(a) 


A 


means 


GALAXY ™ cDNA GPF SI] 


Y 检测 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


DNA 克 隆 检测 组 参照 组 
激光 1 激光 2 


(b) 


计算 机 分 析 


图 15-8 流程 图 


一 、 汞 片 样品 的 制备 


获取 大 量 的 数据 和 有 用 的 信息 以 及 相对 低 的 成 本 花费 是 在 芯片 制作 上 首要 考虑 的 两 点 。 
样品 的 精细 度 和 一 致 性 往往 确定 了 芯片 的 质量 ,不 同 的 样品 需 根 据 其 特性 采用 不 同 的 方法 来 
制备 。 下 面 就 几 种 主要 的 样品 制备 进行 讨论 ,为 便于 对 各 类 芯片 的 全 面 介绍 ,我 们 这 里 将 赛 核 
划 酸 芯片 与 ADNA, 基 因 组 DNA 芯片 归 为 一 类 来 介绍 。 

(=) DNA 芯片 样品 的 制备 

根据 来 源 DNA 样品 主要 包括 cDNA 样品 ,基因 组 DNA 样品 ,以 及 合成 的 寡 核 苷 酸 DNA 样品 。 

1.cDNA 样品 的 主要 来 源 是 :已 知 基 因 的 cDNA 序列 ,通过 搜集 已 知 的 基因 或 ESTs(ex- 
pression sequence tags) PF) ,然后 PCR 扩 增 (往往 采用 96 - 孔 板 的 方式 进行 PCR 扩 增 ) 后 用 于 芯 
片 制作 ,这 是 目前 芯片 制作 中 的 最 重要 方法 ,大 部 分 的 基因 或 ESTs 均 可 从 基因 公司 购 得 (如 
research geneties ine. );@ 从 细胞 中 提取 mRNA 经 逆转 录 后 构建 成 ADNA 文库 ,然后 随机 挑 取 克 
隆 和 进行 大 规模 基因 测序 ,根据 测序 结果 来 选择 所 需 克隆 进行 芯片 样品 的 制备 ,当然 ,直接 用 
所 构建 的 cDNA 文库 克隆 进行 样品 的 制作 而 不 经 测序 也 往往 是 研究 者 常 采用 的 芯片 样品 的 制 
作 方 法 。 如 cDNA 样品 的 制备 可 用 图 表示 如 下 : 

CME DNA GOV L EMER 96- 孔 板 中 进行 | 


WS ul RRITE, EB Meee 


乙醇 沉淀 ， 敲 心 后 重新 深 于 15b 1 的 
3xSSC 中 ，DNA 的 波 麻 大约 为 50nB/bL 


按照 一 定 的 顺序 将 样品 转移 致 96- 孔 板 或 
384 孔 板 中 ， 然 后 出 机 器 转 移 致 孩 瑞 上 


用 于 特定 样品 杂交 检测 


建立 基因 芯片 相应 的 数据 库 


基因 表达 模式 分 析 
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2. 基 因 组 DNA 样品 的 制备 则 依据 实验 目的 的 不 同 而 改变 ,如 要 检测 DNA - 蛋白 质 相互 作 
泪 或 港 在 启动 子 所 在 序列 ,可 将 所 有 的 候选 者 序列 以 PCR 的 方法 扩 增 成 适合 长 度 的 片段 ,再 
将 产物 刻印 至 玻 片 上 ;如 以 检测 点 突变 为 日 的 , 则 可 将 被 检测 的 基因 组 经 PCR 扩 增 各 种 不 同 
的 片断 后 转移 至 玻 片 上 国定 ,也 可 利用 寡 核 苷 酸 芯 片 的 方法 ,直接 在 芯片 上 合成 窒 核 苷 酸 , 它 
包括 热 化 学 合成 和 光化学 反应 合成 法 ,其 过 程 见 下 : 

(Hb) 热 化 学 法 合成 寒 核 芳 酸 芯片 : 


o 1 
Os ot of? 
of IO BP 
Nsi 
| o 9 
` sivvvvo 一 -o 二 2 R 
氧化 CA 由。 BP 
| Nsi R 
o îi 
脱 保护 Ns 0—P -0 oR 
of ò BP 
| Nsi R 
o a g Q non 
重复 步骤 3,4,5 入 、 vvo 一 P —o-PO— p—o-fO—p -0 十 
ov ò B? § BP ù BP 
| Nsi R R R 
+ 
下 
脱 保护 2N 、 vvo 下 -oo ?-o 十 9 了 oo™ 
of on BP on BP on BP 


(Q)SARS : 
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NH 一 AC 


重复 步 又 4.5 keer 
备 


(=) BARRE) GAARA 

虽然 目前 的 技术 多 许 方便 的 制造 大 量 的 基因 表达 克隆 来 进行 蛋白 质 的 生物 医学 功能 分 
析 , 但 到 目前 为 止 , 在 这 方面 的 研究 仍然 很 有 限 , 下 面 仅 以 一 些 技术 上 成 熟 的 例子 来 说 明 用 于 
生物 芯片 蛋白 质 样品 的 制备 。 

当然 ,也 可 以 在 经 收 饰 的 孜 片 表面 直接 进行 多 及 的 合成 ,这 种 方法 在 样品 的 制作 上 就 要 简 
单 许多 ,只 需 一 些 经 修饰 的 氨基 酸 即 可 ,但 在 技术 上 较 困难 , 需 经 一 系列 的 特需 的 光 定位 反应 ， 
而 且 产 量 不 高 ,在 这 里 就 不 单独 阐述 。 


+ 210° 


第 十 五 章 ”生物 芯片 的 制备 和 检测 


纯化 的 mRNA 分 子 
| ATG TAA 


逆转 录 成 cDNA 并 在 ORFs - 
两 端 加 上 引物 序列 上 游 引物 | 下 游 引 物 


| GST (His6.GAL1) 
~~ 
连接 进入 带 有 标记 
| meee | 
转化 进入 酵母 细胞 


| 
在 大 肠 杆 菌 中 恢复 FN 
De 
4 


| 


限制 酶 降解 和 测序 


RM/ SS 


ATGGCTGCACTGCTGCACCATCGGC 
50 60 70 


在 96- 孔 板 中 制备 } 
和 纯化 融合 蛋白 
& & €& 
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OH OH 
清洁 的 玻 上 | sn poms Faot 
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| iT 
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sin 
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表面 涂抹 或 修饰 


活化 涂抹 层 


将 纯化 的 蛋白 质 
ie FRE 
杂交 和 信号 检测 


(E JERR H (tissuemicroarray , TMA} 样 品 的 制备 
组 织 芯片 技术 的 发 展 是 最 近 儿 年 的 事 ,与 普通 的 组 织 切片 相 比 ,组 织 芯片 的 优点 主要 是 : 
名 通过 改善 组 织 资源 的 保护 和 利用 ,从 而 增加 以 组 织 为 基础 的 分 子 水 平 的 生物 功能 研究 ;@ 极 
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大 地 增加 每 次 的 实验 样本 的 数目 ,从 而 使 实验 更 为 精确 ;@@ 空 间 连 续 分 布 的 组 织 芯片 对 于 研究 
肿 痛 的 发 生 和 演进 ， 器 官 组 织 的 发 生 上 也 具有 极为 广泛 的 应 用 前 景 ;国际 互联 网 络 技 
术 为 不 同 研究 小 组 间 和 进行 诊 断 和 资料 共享 提供 了 技术 支持 ,而 基于 芯片 的 涂 断 分 析 结果 将 为 
异地 诊断 提供 一 个 强 有 力 的 支持 ,但 这 项 技术 还 处 在 探索 阶段 。 制 备 组织 芯 片 的 样品 与 普通 
的 组 织 切片 类 似 , 主 要 过 程 如 下 : 


制备 一 系列 用 
Fur MAR 
l 
病理 学 家 评价 并 选择 
适合 的 供 体 组 织 块 寿光 
冰冻 切片 或 
ARU 


S 
a 


3 


l 
t 
部 
=] É 
取样 的 切片 
! 
组 
! 
组 


; < 
的 切片 上 多 
用 0.6mm 直 径 的 薄 壁 钢 一 -一 全 
这 
EA i 


所 形成 的 组 织 芯片 可 以 用 免疫 组 化 ,荧光 原 位 杂交 (FISH) ,RNA 原 位 杂交 (RNA - ISH) 等 。 
应 该 说 目前 的 组 织 芯片 的 样品 制备 过 程 900% 的 都 是 传统 的 病理 学 工作 ,其 差别 主要 在 于 组 织 
芯片 可 以 包括 大 得 多 的 数量 和 更 高 的 精密 度 , 当 然 一 味 的 强调 其 差别 是 没有 意义 的 。 
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二 、 杂 交 探 针 的 种 类 和 标记 
基因 芯片 检测 应 用 的 是 杂交 原理 ,而 核酸 分 子 杂 交 则 需要 制备 探 针 ,直接 用 于 检测 靶 基 因 
或 者 检测 外 源 病 原 体 基因 。 为 提高 检测 灵敏 度 ,可 采用 两 种 办 法 ,一 是 放大 检测 信号 ;二 是 增 
加 模板 量 ,这 就 需要 扩 增 模板 。 下 面 重点 介绍 利用 探 针 技术 放大 信和 号 方面 的 研究 情况 。 
(一 } 分 支 探 针 
一 般 而 言 , 这 类 探 针 分 子 具 有 放大 信号 的 功能 ,分 子 由 两 部 分 组 成 , 即 识别 部 分 和 报告 部 
分 , 见 下 : 


地 序列 短 :杂交 迅速 
各 序列 长 :完成 杂交 费时 长 ,甚至 过 认 
MERS EBRA REER 

名 各 报 分子 | 可 用 以 素 必 术 环 法 标记 报告 分 了 

根据 上 述 原理 可 设计 两 类 杂 交 法 :@ 同 时 采用 两 种 探 针 , 为 捕捉 探 针 ,将 其 固定 在 载体 
上 ; 男 一 探 针 的 一 半 为 识别 序列 ,可 识别 并 与 台 分 子 结合 ; 另 一 半 则 与 捕 提 探 针 互补 结合 。@ 
直接 将 带 识别 四 序列 的 探 针 固定 在 载体 上 兼 起 捕 所 作用 。 
探 针 除了 有 识别 序列 外 ,还 需 引入 报 告 分 子 以 供 信 呈 检测 源 检 测 。 为 此 ,可 选用 一 个 带 有 
多 官能 基因 的 分 支 探 针 ,每 一 个 分 支 均 与 .个 报告 分 子 连接 ;分 支 探 针 的 另 一 端 则 留 出 一 个 官 
能 基 团 与 载体 上 已 固定 的 赛 核 攻 酸 探 针 ( 相 当 于 上 面 提 到 的 抽 所 探 针 相连。 分支 探 针 的 使 用 
使 杂交 信号 得 以 成 们 放大 , 见 图 15-9(a.b)。 
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图 15-9 分 支 探 针 放 大 信号 原理 
{多 探 针 夹 心 杂 交 原理 ;(b) 含 12 AERE ET EAF 


{ 二 ) 肽 核酸 (peptide nucleic acid) 探 针 

从 命名 可 兄 肽 核酸 是 既 像 核酸 也 非 核酸 ; 既 像 多 肽 也 非 多 肽 的 一 类 化 合 物 ,而 是 以 中 性 酰 
胺 链 ( 肽 键 ) 为 骨架 的 一 类 新 的 赛 核 车 酸 的 类 似 物 , 故 称 PNA。PNA ARERR NR 
骨架 不 同 的 是 它 以 甘氨酸 结构 单元 为 骨架 ;PNA 中 的 碱 基部 分 则 通过 亚 甲 基 揪 基 与 主 骨 架 相 
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连 , 碱 基 与 色 架 间隔 3 个 化 学 键 , 相 邻 碱 基 之 间 相 隔 6 个 化 学 键 (图 15- 10), 


Pá Z 
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o, 

B 《 B 
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HOP=o o 
d NH 

O 
pe 《 < 
N’ 
0 
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N 


~ 
DNA PNA 


图 15- 10 PNA 结构 图 


PNA 与 天 然 核 苷 酸 结构 的 比较 如 下 :@ 与 天 然 核 苷 酸 结构 相同 之 处 是 它们 的 碱 基 均 能 通 
过 Watson - Crick 氧 键 与 互补 DNA 的 特定 核酸 序列 配对 结合 ;@ 由 于 PNA 分 子 不 带电 荷 ,互相 
之 间 及 与 核酸 杂交 时 均 不 存在 静电 排斥 作用 ,用 它 代 蓉 赛 核 苷 酸 探 针 固定 在 芯片 载体 上 ,对 杂 
交 反 应 具有 更 大 的 优越 性 。 又 由 于 PNA 分 子 缺乏 核酸 分 子 所 具有 5' 一 3' 的 极 性 ,因此 杂交 时 
可 以 正 向 或 /和 反 疝 方式 与 靶 序 列 互补 结合 ( 沁 反 向 结合 占 优 势 );@PNA 由 于 缺乏 磷酸 二 酷 
键 ,能 耐 受 核酸 酶 的 降解 ,比较 稳定 ;@PNA 也 可 以 用 固 相 肽 合成 技术 合成 ,制备 方便 ;@PNA 
与 地 序列 杂交 时 ,对 碱 基 钳 配 有 很 强 的 识别 能 力 。 例 如 一 个 15 mers 的 PNA/DNA 异 源 双 链 中 ， 
有 一 碱 基 错 配 时 ,Tm 值 将 下 降 8~20 C; (平均 15 C), TXEMA DNA/DNA 复合 物 中 ,一 个 碱 
基 错 配 时 ,Tm 值 只 下 降 4~ 16 % (平均 11 人 C)。 这 种 高 度 的 区 分 能 力 可 以 建立 以 PNA 为 基础 
的 分 析 点 突变 的 方法 ;@PNA 能 识别 DNA 双 链 上 的 特定 碱 基 序 列 , 形 成 局 部 的 PNA/DNA/DNA 
或 PNA/DNA/PNA 三 链 复 合 物 。 

(三) 分 子 信和 标 

这 是 一 种 设计 巧妙 的 新 型 荧光 标记 核酸 探 针 。 在 长 度 为 15 ~ 30 mers FIRES 
核 背 酸 探 针 的 3’ 及 5' 端 ,分 别 加 上 5 ~ 8 mere 长 度 的 互补 序列 , 称 为 茎 村 区 。 在 自由 状态 时 ,由 
于 茎 杆 区 的 存在 ,使 探 针 分 子 形成 发 夹 状 结构 ,所 以 又 称 为 发 末 式 探 针 ; 其 形状 又 像 海面 上 的 
灯塔 ,也 有 人 称 将 这 类 探 针 称 之 为 分 子 灯塔。 

在 分 子 信和 标的 5’ 及 3' 末 端 分 别 连接 荧光 素 分 子 (F) 及 狗 灭 剂 分 子 (Q)。 在 分 子 处 于 自由 
态 时 ,发 夹 结构 的 存在 将 两 末端 拉 在 一 起 ,从 而 使 (F) 与 (Q) 靠 近 。 和 由 于 分 子 共振 和 能 量 转移 ， 
使 P 和 Q 之 间 的 能 晤 传递 交换 几乎 达到 100% , 菊 光 被 猎 灭 ; 当 体 系 中 由 于 臣 分 子 的 加 人 ,分 
子 信 标 中 的 环 状 区 与 靶 分 子 的 序列 完全 互补 ,形成 异 源 双 链 杂 交 体 时 , 信 标 茎 村 区 也 随 之 被 拉 
开 ,F 与 Q@ 间 的 蝶 离 增 大 , 信 标 分 子 的 荧光 几乎 100% 恢 复 。 故 分 子 信 标 在 杂交 前 后 的 信号 / 背 
景 比值 差别 极 大 , 见 图 15-11 


* 215 - 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


ER 
分 子 信 标 
杂交 物 
RRA 


RIDE 
图 15- 11 分 子 信 标 的 工作 原理 
发 夹 结构 的 葵 杆 是 由 一 段 互 补 的 短 序 形成 的 , 当 它 与 又 标 杂交 形成 异 源 双 链 螺 旋 时 就 不 能 保持 这 种 发 夹 结构 。 
构 型 改变 使 鞋 杆 臂 拉 开 使 狮 灭 分 子 离开 荧光 分 子 。 


综 上 所 述 , 信 标 分 子 一 般 包 括 3 个 部 分 : 

1. 识 别 部 分 。 是 与 地 分 子 杂交 的 部 分 ,长 度 一 般 为 15 ~ 30 mers。 若 在 杂交 双 链 中 有 一 个 
其 热 稳定 性 显著 下 降 , 故 分 子 信 标 可 用 于 检测 点 突变 。 

2. 茎 杆 部 分 。 位 于 信 标 分 子 两 端 ,长 度 为 5~8 个 序列 互补 的 核 苷 酸 。 

3. 荧 光 察 , 茹 灭 剂 和 连接 臂 。 荧 光 素 连 接 在 信和 标 分 子 的 5' 端 ,常用 DABSY( 二 甲 氨基 偶 氮 
苯 甲 酰基 ) 荧 光 染 料 。 荧 光 素 , 狂 灭 剂 与 核 苷 酸 之 间 的 连接 ,需要 分 别 引 入 连接 臂 , 如 (CHz)e - 
S- CH, -0 及 (CHz)7 -N- 两 种 类 型 的 碳 臂 。 

信 标 分 子 能 在 均 相 系统 中 实时 测定 出 靶 标 的 含量 ,而 不 必 分 离 去 除 多 余 的 信 标 分 子 。 其 
主要 应 用 如 下 :@D 实 时 定量 PCR 测定 靶 标 浓度 (图 15 - 12);@PCR 扩 增 并 进行 点 突变 的 检测 ; 
Os fs 荧光 分 子 信 标 检测 人 的 等 位 基因 ; ;图 用 分 子 信 标 PCR 法 目测 测定 结核 杆菌 的 耐 药性 。 


图 15- 12 FRET 技 术 在 定量 PCR 中 的 应 用 


(四 ) 探 针 标记 

现 以 常用 的 基因 芯片 为 例 进 行 说 明 。DNA 芯片 检测 的 技术 实际 上 就 是 核酸 杂交 技术 ,是 
由 靶 分 子 和 探 针 组 成 杂交 的 基本 杂交 体系 。 因 而 在 探 针 标记 时 ,还 需要 经 过 体外 扩 增 并 加 以 
标记 才能 在 与 芯片 上 的 靶 分 子 杂 交 后 有 足够 的 信号 强度 供 检测 用 ,特别 是 采用 诊断 芯片 检测 
血液 中 微量 病原 微生物 的 基因 组 核酸 时 ,杂交 前 一 定 要 对 样品 进行 扩 增 ,并 在 扩 增 的 过 程 中 进 
行 探 针 标记 。 探 针 的 标记 主要 包括 : 
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1. 标记 分 子 为 RNA。 采 用 北 转 录 过 程 将 荧光 京 标记 的 核 营 酸 挫 入 到 新 合成 的 核酸 cDNA 
探 针 分 子 中 去 。 大 至 过 程 如 下 :四 样品 总 RNA 的 提取 :用 Gibco 公司 的 Tio 试剂 一 步 法 提取 
ARNO ORAS B. RNA。 详 网 说 明 书 ,主要 步骤 如 下 :细胞 用 冰冷 的 等 滩 PBS(pH7.2) 洗 淋 2 次， 
加 Trizol 试剂 型 解 细胞 , 毛 仿 扫 提 一 次 ,离心 后 吸出 上 层 液 相 , 异 丙 醉 沉 淀 RNA,75% 乙醇 洗 2 
次 ,空气 中 干燥 , 溶 于 缓冲 液 中 ,用 紫外 分 光 光度 计 测 定 ODxeo/OD2sou 的 比值 ,并 用 甲醛 此 胶 
电泳 观察 28 s, 18 s,5 s 条 带 的 比例 ,以 确定 总 RNA 的 提取 质量 。@mRNA 的 分 离 和 纯化 :用 
mRNA 纯化 试剂 使 (例如 Quagen 公司 的 Oligotex mRNA Midi Kit 或 其 他 Kit) ,操作 步骤 见 说 明 
Bo O 道 转录 生成 cDNA: 参照 Schena 的 方法 道 转录 生成 cDNA。 在 此 过 程 中 用 Cy3 - dUTP 
标记 对 
并 溶 于 20 pL 5x SSC + 0.2%SDS 杂交 液 中 。 

2. 标 记分 子 为 DNA。 探 针 的 标记 物 主要 还 是 采用 荧光 素 标 记 。 标 记 芍 方法 :可 以 利用 
荧光 标记 的 引物 ,进行 RCR 扩 增 反应 ;@ 也 可 以 使 用 荧光 标记 的 一 种 三 磷酸 脱氧 核糖 核 车 酸 
{dNIP) ,如 Cy3 -dCTP/、Cy5 - CTPAUTP, 使 它们 在 PCR PAE PB AMER ALE, 
理 前 常 使 用 的 荧光 物质 有 菊 光 素 .罗丹 明 、HEX、TMR、FAM .Cy3、Cy5 等 。 

与 寒 核 营 酸 阵列 进行 杂交 的 样品 先 用 不 对 称 PCR 进行 扩 增 ,一 般 反 向 引物 (reverse primer) 
与 正 向 引物 (forward primer) 的 比例 为 25:1 ~ 50:1。 同 时 加 入 Cy5 ~ dCTP 标记 扩 增 产物 ,使 Cy5 
一 dCTP: dCTP = 1:10。 扩 增产 物 用 乙醇 沉淀 或 过 柱 纯化 ,加 入 20 x SSC 和 1%SDS 使 终 浓度 为 
5x SSC BK 7 x SSC,0.1%SDS, ES GA 2 min 变性 ,室温 冷却 (防止 SDS 析出 ) .加 样 于 芯片 点 
FEC. om? 盖 玻 片约 加 样 10 pL) ,进行 杂交 。 

PCR 扩 增 后 的 产物 分 离 的 方法 也 很 多 。 可 以 用 PAGE 分 离 、 亲 合 素 偶 联 磁 珠 (PCR 扩 增 
时 ,一 条 引物 用 生物 素 标 记 , 另 一 条 用 荧光 京 标记 ) 捕 提 扩 增产 物 等 。 


三 、 核 酸 分 子 杂 交 和 杂交 微 环 境 


标记 的 探 针 与 固定 在 芯片 上 的 表 分 子 之 间 在 严格 的 条 件 下 进行 分 子 杂交 ,芯片 杂交 属于 
固 液 相 杂 交 , 与 膜 杂 交 相 似 ,影响 异 源 双 链 形成 的 因素 包括 :@ 固 定 在 芯片 上 的 息 分 子 数 ; 四 探 
针 浓度 ;@@ 杂 交 双方 的 序列 特性 ;@ 杂 交 体 系 中 的 盐 浓 度 ; 回 杂交 时 的 温度 ;@ 杂 交 溶液 的 pH 
值 。 一 般 来 说 ,选择 的 条 件 是 要 使 这 个 反应 体系 中 的 绝 大 多 数 杂交 反应 处 于 最 佳 条 件 下 ,从 而 
使 所 有 的 真 阳性 反应 尽 可 能 的 体现 而 假 阳性 尽 可 能 的 减少 。 

在 杂交 体系 中 芯片 上 的 靶 分 子 约 10 倍 于 探 针 浓度 时 ,杂交 反应 为 一 级 动力 学 方式 ,此 时 
的 杂交 速率 主要 决定 于 探 针 浓度 , 探 针 浓度 每 提高 一 倍 , 信号 将 增强 一 倍 , 当 破 分 子 的 浓度 与 
探 针 的 浓度 比 偏离 这 个 数值 但 仍然 高 于 探 针 浓度 时 , 则 杂交 反应 为 假 一 级 的 方式 。 当 报 分 子 
浓度 低 于 探 针 浓度 时 则 杂交 反应 为 二 级 反应 动力 学 方式 ,此 时 固定 于 芯片 上 的 靶 分 子 数 的 细 
小 差异 将 对 杂交 速率 和 信号 强度 产生 较 大 的 影响 。 所 以 选择 一 级 或 假 一 级 反应 的 杂交 条 件 可 
以 减 小 和 消除 系统 误差 ,这 对 于 获得 正确 而 可 信 的 实验 结果 是 十 分 重要 的 。 现 在 的 芯片 制作 
技术 已 可 以 将 大 量 的 技 分 子 刻印 在 芯片 上 ,并 且 研究 者 在 芯片 技术 的 应 用 中 均 采 用 过 剩 的 披 
分 子 来 进行 杂交 和 分 析 。 

一 价 阳离子 如 Na* 的 存在 可 以 提高 异 源 杂 交 双 链 生 成 的 速度 ,其 原理 是 Na* 可 以 屏蔽 带 
SATE AR MEEN TAF - 探 针 杂交 时 的 碱 基 相 互 作用 有 干扰 作用 ,通常 在 
DNA 芯片 杂交 时 应 用 的 Na* 浓度 为 1 mol/L ,倘若 杂交 温度 显著 低 于 异 源 杂交 双 链 的 熔点 时 ， 
温度 对 杂交 速率 有 正 影 响 ,一 般 赛 聚 核 背 酸 芯 片 的 杂交 温度 范围 为 5 ~ 42 和 ,而 cDNA 芯片 
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的 杂交 温度 范围 为 55 ~ 70 ,但 在 用 电离 甲 酰 胺 溶液 为 杂交 体系 时 , 则 杂交 温度 为 42 和 所, 总 
之 ,最 佳 的 温度 和 盐 浓度 都 需 通 过 测试 来 确定 。 

DNA 序列 对 杂交 的 影响 比较 难以 控制 ,特别 是 对 赛 聚 核 背 酸 芯片 的 影响 更 为 显著 ,它们 
必须 具有 相似 的 解 链 温 度 , 这 样 才能 保证 杂交 条 件 的 一 致 性 ,这 就 与 赛 核 苷 酸 组 成 和 长 度 有 
关 ; 即 便 长 度 相同 ,由 于 G + C 含量 的 差异 也 具有 不 局 的 解 链 温度 ,导致 杂交 动力 学 的 差别 。 
与 一 般 的 DNA 杂交 一 样 ,GC 含量 较 高 者 所 形成 的 异 源 双 链 较 稳定 ,由 于 在 一 个 芯片 杂交 反应 
体系 中 同时 有 大 量 的 异 源 双 链 形成 ,因此 需要 找 出 一 个 最 佳 的 杂交 条 件 使 尽 可 能 多 的 靶 分 子 
与 探 针 之 间 形 成 稳定 的 异 源 双 链 杂 交 物 ,从 而 提高 杂交 的 信 噪 比 。 这 一 条 件 可 以 通过 添加 阳 
性 或 阴性 对 照 序列 而 实验 出 来 。 对 于 寡 核 苷 酸 芯 片 ,往往 添加 一 些 能 平衡 AT 及 GC 杂交 结合 
能 的 试剂 ,如 四 甲 基 氧化 腕 (TMAC) 来 提高 杂交 的 信 噪 比 。 

杂交 后 的 芯片 需 经 严格 的 洗涤 过 程 而 除去 未 杂交 的 一 切 留 物 。 这 也 是 杂交 流程 中 最 重要 
的 一 步 。 图 15 - 13 列 出 的 是 常用 的 cDNA 杂交 流程 。 


总 RNA 样 品 的 制备 


BIRR H DNAR 
8A Cy3(Cy5)-dUTP 


通过 加 RNase 清 除 
探 针 中 的 RNA 


用 micronYM50 柱 
浓缩 擦 针 溶液 


混合 两 种 探 针 并 将 体积 
用 水 调 至 19.5 WL 


将 探 针 与 杂交 济 液 及 非特 
异性 组 断 剂 混合 并 预 热 lh 


在 42 下 水 浴 锅 中 
杂交 芯片 1-2h 


在 42 所 水 党 锅 中 
杂交 芯片 24 ~ 48h 


洗 片 ，2xSSC/0.1%SDS 
轻 播 ， 室 流下 15min 


洗 片 ，2xSSC/0.1%SDS 
Sih, SMF Smin 


许 片 , 2xSSC ABE, 
GPS min 


FH. F50 ml 试管 中 高 
d, 1000 r/min, $ min 


Ma AD HOMERS Mh Sa SOREN) NE 


图 15-13 cDNA 芯片 杂交 一 般 流程 图 
( 彩 图 见 封 三 ) 
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当然 ,芯片 杂交 流程 的 很 多 细节 会 因 实验 室 的 不 同 而 有 所 不 同 ,如 杂交 所 需 的 总 RNA 通 
常用 100 pg, 但 作者 在 实验 中 用 25 ~ 50 pe 在 同样 条 件 下 工作 得 更 好 ,杂交 时 间 16 与 40h 也 
没有 明显 的 差异 等 等 。 所 以 ,每 一 个 实验 者 都 应 根据 具体 的 情况 而 作出 调整 以 便 获 得 最 住 实 
验 效果 。 


四 、DNA 微 阵 列 操 作 应 用 实例 


前 面 介 绍 主要 是 荧光 标记 探 针 及 硅 芯 片 或 玻璃 芯片 载体 。 实 际 上 目前 国内 广泛 使 用 的 还 
有 一 类 用 同位 素 标记 探 针 的 膜 载体 芯片 BOR BO A BE HE tA, TEE 

(一 ) 同 位 素 标记 cDNA 基因 芯片 的 应 用 实例 

以 下 介绍 的 实验 是 应 用 DNA 芯片 技术 筛选 腹 主 动脉 结扎 后 4 周 大 鼠 的 还 力 负荷 型 心肌 
肥厚 相关 基因 的 操作 过 程 。 将 18 000 个 来 自 文库 的 cDNA 点 在 带 正 电荷 的 尼龙 膜 上 ,以 质粒 
DNA 作为 阴性 对 照 验证 杂交 的 特异 性 。 以 8 个 看 家 基因 作为 阳性 对 照 来 标 化 mRNA 丰 度 。 样 
本 mRNA 来 自 假手 术 及 腹 主 动脉 结扎 后 4 周 大 也 的 心肌 组 织 。 在 逆转 录 过 程 中 使 用 a 一 3P - 
dATP 进行 探 针 标记 。 然 后 将 探 针 与 微 阵列 尼龙 膜 杂 交 ,高 严谨 度 洗涤 后 经 放射 自 显影 获得 杂 
交 信 号 ,通过 基因 信号 的 相对 强度 值 比较 两 组 间 表 达 水 平 的 差异 。 结 果 显 示 两 组 之 闻 有 235 
个 基因 片段 的 信号 差别 在 3 倍 以 上 。 

1. 试剂 与 仪器 。 分 离 mRNA 的 Kit( QIAGEN 公司 ); 逆 转录 Kit( Promega 公司 ); Tag 酶 及 鱼 
精 DNA( 美 国 Sigma 公司 ); 自动 点 膜 仪 (BioRobotics 公司 ); FLA - 3 000 信号 记录 仪 (FIJIFEM 
公司 ), 其 余 试 剂 均 由 上 海中 科 院 细胞 所 马 普 第 二 实验 室 提供 。 

2. cDNA aray 的 制备 (点 样 法 )。 首 先 按 常 规 方法 用 PCR 扩 增 cDNA、EST 文库 ,然后 通过 
特殊 的 针头 和 微 喷头 ,分 别 把 不 同 的 扩 增 产物 逐 点 分 配 在 尼龙 膜 或 其 他 固 相 基 片 表面 的 不 同 
位 点 上 ,并 通过 物理 和 化 学 的 结合 使 之 固定 于 相应 位 点 上 。 点 样 法 的 优越 性 在 于 可 以 充分 利 
BRAH cDNA 文库 生长 度 可 以 任意 选择 ,固定 方法 也 比较 成 熟 ,灵活 性 大 , 适 于 根据 需要 自 
行 制备 点 阵 规模 适中 的 基因 芯片 。 

(1) 挑 克隆 ER. W- 80 保存 的 单 克隆 菌 种 板 HE 5 pL 克隆 转移 至 96 孔 深 孔 板 上 (每 
ILE 1 mL LB 培养 液 ) ,37 所 摇 床 ( 播 速 为 250 r/min) 中 培养 过 夜 。 

(2) 质 粒 的 提取 (操作 均 在 96 孔 板 中 进行 )。 

1) 将 每 孔 装 有 1 mL 菌 液 的 9 孔 深 孔 板 4 入 离心 (2 000 r/min, 10 min). 

2) 倒 去 上 清 液 ,并 将 96 孔 板 倒 扣 在 吸水 纸 上 吸 干 水 分 。 

3) 用 排 枪 向 每 孔 中 加 入 100 此 溶液 工 , 并 将 沉淀 和 溶液 工 充分 打 匀 ,成 悬 间 液 状 。 


Solution 工 : Glucose 50 mmol/L 
Tris. HCI (pH 8.0) 25 mmol/L 
EDTA (pH 8.0) 10 mmol/L 
4) 用 排 枪 向 每 孔 加 入 100 pL RR I, SUCHE PAA. 
Solution I : NaOH 0.2 mol/L 
SDS 1% 
5) 用 排 枪 商 每 孔 加 入 100 uL PML FFI. 
Solution II: 5 M KAc 60 pL 


ALM 1.5 pL 
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mO 28.5 pL 

日 将 各 和 孔 中 的 溶液 转移 250 pL 到 另 一 块 % 孔 菌 种 板 的 各 相应 孔 中 , 将 此 板 放 入 离心 机 ， 
4 CTRD (4 000 r/min, 30 min). 

7) 吸 取 上 清 150 pL 至 新 的 每 孔 已 加 好 130 pL IRR 96 孔 板 中 , 稍 歇 打 , 放 人 - 20 THK 
箱 沉 淀 15 mino 

8) 将 此 96 孔 板 族 人 离心 机 ，4 所 离心 (4 000 r/min, 30 min) o 

9) 弃 去 上 清 液 ,并 将 96 孔 板 倒 扣 于 吸水 纸 上 尽 量 吸 干 液体 ,室温 风 十 至 无 任何 肉眼 可 见 
WER. 

10) 向 每 孔 加 和 30 pL 去 离子 水 溶解 。 然 后 各 点 样 4 pl ET RRA ERIK ,其 余 样品 保 
存 于 -80 CH. 

注意 ;做 PCR 前 ,每 孔 要 先 加 入 100 pl 去 离子 水 稀释 。 


(3)PCR 扩 增 。 

1) 495K 96 孔 板 的 PCR 体系 : 
mO 8.76 mL 
10 x Buffer imi 
ANTP(25 pM) 80 pL 
T3 primer( 40 aM) 50 pL, 
‘YT primer(40 pM) 50 pL 
Taq 酶 60 pL 
总 体积 10 mL 


按 以 上 顺序 将 试剂 加 入 到 -清净 管 中 , 混 匀 , 然 后 按 每 孔 100 pL 的 是 分 装 在 96 孔 反 应 板 
的 各 个 我 中 。 

分 每 孔 加 人 模板 DNA 1 nL JB. 96 TL LB RR, UI, 加 水 配 平 后 
Be 

3) 将 % 孔 板 放 和 人 PCR 仪 中 ,设置 好 各 个 温度 ,进行 PCR 扩 增 。 

PCR 扩 增 条 件 :99 C 变性 2 min; 94 CHEE 40 s; 57 CRK 40 s, 72 CHEM 2 min 40 s, 3E 
37 个 循环 ; 72 °C 再 延伸 5 ming 

PCR 产物 离心 片刻 。 

人 每 天 96 孔 板 都 需要 到 5 xL/ 孔 的 PCR 产物 进行 琼脂 糖 效 胶 电泳 鉴定 ,以 检测 是 否 有 
5%5 久 以 上 的 痪 隆 被 有 效 地 扩 增 出 来 。 著 一 块 96 孔 板 有 5 个 孔 以 上 出 现 扩 增 失败 或 信条 带 , 刚 
该 板 被 认为 是 不 合格 的 , 需 重新 扩 增 。 

5) 然 后 用 排 枪 向 每 孔 加 入 80 uL APIR, IRA. HE -20 和 冰箱 中 放置 60 min, 然 后 在 离心 
机 中 配 平 ,4 和 离心 (4 000 r/min, 30 min). i 

ORELE KIARRT. ALIN 8 pL 变性 液 ,用 排 枪 转移 至 H LRAT. MEAR 
的 样品 。 

(4) 点 膜 。 通 过 自动 点 噶 仪 上 预先 设 定 的 程序 ,点 样 针 在 计算 机 控制 下 自动 地 完成 从 96 
微 孔 板 中 取样 .点 样 ,清洗 以 及 表 直 样 等 重复 操作 ,直至 完成 全 部 微 阵列 的 制作 。 尼 龙 膜 上 可 
点 成 千 上 方 个 来 自信 关 各 个 组 织 的 基因 ,以 质粒 DNA 作为 阴性 对 照 来 证 实 杂 交 的 特异 性 ,以 
若干 个 看 家 基因 作为 阳性 对 照 来 标 化 mRNA 的 丰 度 ,每 点 的 DNA 量 约 数 个 纳 克 。 
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3. cDNA Microarray 检测 的 实验 流程 。 
纯化 总 RNA 
v 
用 DNasel 消化 


检测 总 RNA orem ti 
富 集 polyA* sawn teas 
ear RORENNTO A 
与 空 ARARAS REESS 
ast 
agin 


(1) 探 针 的 制作 及 标记 

第 -一步 :分 离 mRNA。 

提取 感 兴趣 的 组 织 或 细胞 的 总 RNA, 以 细胞 为 例 , 提 取 过 程 如 下 ， 

1) 根 据 细胞 的 数量 加 入 适量 Trizol 变性 液 ,每 10 细胞 加 入 3 mL。 

2) 剧 烈 振 葛 以 充分 悬浮 细胞 , 置 冰 浴 中 5~ 10 ming 

3) 充 分 混 匀 ,4 人 离心 ,15 000 g,5 min, 转 移 上 清 到 另 一 离心 管 ,加 入 6 mL 饱和 酚 , 振 葛 
1 min, 放 冰 浴 中 5 min, 再 加 入 1.8 mL RUF SRG 1 min, 放 冰 浴 中 5 mino 

4)4 和 离心 ,12 000 g, 10 min, 

5) 转 移 上 清 到 另 一 离心 管 ,重复 第 3 至 5 步 。 

6) 转 移 上 清 到 另 一 离心 管 ,缓慢 加 入 异 丙 醇 ,充分 混 匀 , 放 冰 浴 中 5 min, 中 间 播 动 数 次 。 

7)4 CHER: ,15 000 g,15 min, 弃 上 清 , 加 入 1 mL -20 所 预 冷 的 75% 的 乙醇 。 

8)4 人 离心 ,15 000 g,15 min, FFL FORDE IERIE FIG RNase 的 水 中 ,使 最 终 浓 
度 约 为 1 ~2 pe/pLo 

9) 留 2 pg RNA, 用 于 与 经 DNase 处 理 后 的 RNA 进行 比较 。 

10) 测 量 As6o/ Aogo 的 光 吸 收 比 值 , 纯 的 RNA ,该 比值 应 为 1.9 到 2.1, 在 1% 的 琼脂 精 变 性 凝 
胶 电 泳 图 上 ,28S/18S RNA 条 带 的 亮度 应 该 为 1.5:1~ 2.5:1。 

(2) 探 针 的 制作 及 标记 第 二 步 :DNasel 处 理 总 RNA’ 

下 列 反应 均 需 在 无 RNase 的 环境 中 进行 。 


1 反应 体系 如 下 ， 
总 RNA(1 mg/mL) 500 pL 
10 x DNasel 缓冲 液 100 pL 
DNase I(1 U/pL) 50 pL 
无 RNase 水 350 pL 
总 体积 lmL 
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2) 混 匀 ,37 CHF 30 min. 

3) 加 入 10 x 终止 泥 合 液 100 nL, 泥 匀 , 分 成 两 管 ,每 管 550 pL。 

4) 每 管 加 入 500 (工人 饱和 酚 及 300 pL A PRG 1 mino 

5)4 和 离心 ,15 000 g, 10 min, 

人 6) 转移 上 清 到 另 一 离心 管 ,加 入 550 mL 氢 仿 , 混 色 ,15 000 g,4 入 离心 10 min. 

刀 转 移 上 清 到 另 一 离心 管 ,加 入 1/10 体积 的 NaAe 和 2.5 体积 的 无 水 乙醇 ,充分 泥 匀 , 放 
冰 浴 中 10 ming 

8)4 和 离心 ,15 000 g, 15 min, FL. 80% 乙醇 洗 沉 淀 一 次 ,将 沉淀 于 燥 后 溶 于 无 RNase 
水 中 ,检测 RNA 的 纯度 和 完整 性 。 

(3) 探 针 的 制作 与 标记 第 三 步 : 纯化 组 织 或 细胞 的 mRNA。 

按 分 离 mRNA Kit 说 明 书 的 操作 步 又 进行 。 

1) 提 取 的 总 mRNA 加 入 1 200 pL 稀释 液 ,充分 混 匀 后 ,4 和 离心 ,15 000 r/min,3 ming WE 
WAALA -J RNase 的 5 mL Eppendorf 管 中 。 

2 人 试剂 盒 提供 的 Oligotex AFPR 70 uL 至 此 Eppendor 管 中 , 充分 混 匀 ,室温 静 置 
10 min. 

3)4 CHL, 15 000 r/min, 5 min, AL. 

4) 加 入 350 pL 洗涤 缓冲 液 ,在 Vortex 上 振荡 使 沉淀 悬浮 。 用 微量 进 样 句 豚 全 部 溶液 到 施 
转 柱 (已 放 在 1.5 mL 管内 ) 中 。 

5)4 CHL, 15 000 r/min, 30 so 

6) 弃 去 1.5 mL 管 中 液 体 ,重新 套 在 旋转 柱 外 。 向 此 旋转 柱 中 加 入 350 pL 洗涤 缓冲 液 ， 
4 CHÙ, 15 000 r/min, 30 so 

7) 重 复 步 骤 6) 一 次 。 

8) 将 旋转 柱 放 在 新 的 无 RNase 的 1.5 mL Eppendorf 管 中 。 吸 50 pL 已 预 热 (70 °C) ABEL 
到 旋转 柱 中 , 吹 打 数 次 ,使 树脂 巷 泽 ,然后 4 CHL, 15 000 r/min, 30 s, 保 留 1.5 mL 管 中 的 液 
体 。 再 吸 50 pL 已 预 热 (70 乞 ) 的 洗 脱 液 到 旋转 柱 中 , 吹 打 使 树脂 县 泽 。4 CRD, 15 000 r/min, 
30 s, 将 两 次 洗 脱 液 合并 。 

9) 将 洗 脱 液 转 移 到 另 一 无 RNase 的 1.5 mL Eppendorf 管 中 , 加 80 pL ARR RS F 
-80 CHEE 10 ming ERRA CLP 4 和 离心 12 000 r/min, 10 mino 

10) 小 心 倒 去 上 清 , 向 1.5 mL 管 中 加 入 100 pL 75% 乙 醇 ,颠倒 汤色 。4 所 离心 ,12 000 r/min, 
5 min, RBA EM VEE RIE MA 10 pL DEPC 水 溶解 。 取 2 pL 用 于 定量 。 

(4) 探 针 的 制作 与 标记 第 四 步 :逆转 录 (RT) 和 3P 标记。 

1) 在 一 无 RNase 的 Eppendorf 管 中 加 入 8 pL mRNA, 然 后 加 入 3 pL oligo (dT) 引 物 (0.5 pg/pL) 
和 2 pL 随机 引物 (0.5 pp/pL) ,于 68 水浴 中 吉 热 5 min, KERS o 

2) 按 以 下 顺序 加 入 各 试剂 到 上 述 Eppendorf 管 中 , 再 加 入 DEPC 水 使 终 体积 为 50 pL, So 


5 x RT Buffer 10 pL 
RNase Inhibitor 1 wL(40 U) 
dNTP(33 mM, % dATP) 1 

AMY 逆转 录 酶 60 U 
a-3P - dATP 10 gL 


(浓度 为 10 mCi/mL, > 2 500 mCi/mmol) 
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将 此 Eppendorf 管 放 入 32 CAA ET 30 min 后 ,42 再 温 育 90 min; 追 加 dATP(33 mM) 
1 pl AI AMV 逆转 录 酶 约 20 U, 于 45 和 水 浴 中 漫 育 30 min。 将 此 Eppendorf SAH 5 min 变性 ， 
立即 置 于 冰 浴 中 ,作为 杂交 的 探 针 。 
(5) 杂 交 。 配 制 实验 所 和 需 的 预 杂交 液 50 mL 和 杂交 液 50 mL。 
预 人 条 交流 :6 x SSC 
0.5% SDS 
5 x Denhardt 试剂 
100 pg/mL 已 高 温 变 性 的 鱼 精 DNA 
杂交 浪 :6 x SSC 
0.5% SDS 
100 pg/mL 已 高 温 变 性 的 鱼 精 DNA 
1) 点 制 好 的 7.5 om x 11.5 em 尼龙 膜 一 端 接触 一 盘 6x SSC 溶液 的 液 面 ,使 尼龙 膜 由 下 到 
上 完全 湿润, 然后 将 尼龙 膜 浸 入 溶液 中 泡 2 min 
2) 急 子 将 湿润 的 尼龙 膜 放 人 杂交 管 ( 周 长 10 em) ,加 入 预 杂交 液 20 mL, 然 后 将 杂交 管 放 
人 杂交 炉 中 ,于 68 CHA 3 ho 
3) 取出 杂交 管 , 倒 去 预 杂交 液 ,但 保持 膜 的 湿润 。 迅 速 加 入 2 mL 杂交 液 ,随即 分 别 加 入 
已 高 温 变性 过 的 两 组 探 针 。 将 杂交 管 置 于 杂交 炉 中 ,于 68 CRH 20 ho 
4) 取出 杂交 管 ,将 杂交 液 小 心 倒 入 一 EP 管 中 。 用 刍 子 夹 住 尼 龙 膜 一 角 , 迅 速 将 其 置 于 一 
个 盛 有 250 mL 2 x SSC 和 0.5%SDS 的 白 次 盘 内 ,于 室温 浸泡 5 min, 问 或 温和 地 播 动 。 
5) 将 尼龙 膜 转移 到 一 个 盛 有 250 mL 2 x SSC 和 0.1% SDS 的 白 瓷 盘 内 ,于 室 漫漫 泡 15 
min, 间 或 温和 地 摇动 。 
6) 将 尼龙 膜 转移 到 一 个 盛 有 250 mL 新 配 的 0.1x SSC 和 0.5%SDS MA BARA, ARAE 
于 HZS - H 型 水 浴 振 葛 器 中 ,在 水 温 37 CHIRA 1 ho 
7) 将 尼龙 膜 转移 到 另 一 点 有 250 mL 新 配 的 0.1x SSC 和 0.5%SDS HARRAN, ARAR 
于 HZS - H 型 水 浴 振 范 嚣 中 ,在 65 时 振荡 1 ho 
8) 将 尼龙 膜 转移 到 一 个 盛 有 250 mL 蒸 馆 水 的 托盘 中 ,室温 漂洗 片刻 。 
9) KERT- ERKEL ,以 吸 走 大 部 分 水 分 。 将 膜 放 到 杂交 炉 (68 已) 内 烘 干 。 用 磷 屏 
FEF 6 
杂交 结果 ( 见 图 15 - 14). 
《6) 信 号 扫描 和 分 析 。 实 验 室 使 用 的 是 FIJIFILM 公司 的 FLA - 3 000 信号 记录 仪 。 
膜 的 信号 分 析 标准 : 
1) 两 张 膜 上 的 背景 亮度 值 均 设 为 0。 
2 同一 张 膜 上 任意 两 个 对 照 基 因 的 亮度 值 差 异 在 2 倍 之 内 。 
3) 同 一 张 膜 上 代表 同一 克隆 的 两 个 点 亮度 差异 在 2 倍 之 内 。 
4) 一 张 膜 上 则 一 克隆 的 两 点 亮度 分 别 是 另 一 张 膜 上 对 应 点 亮度 的 3 倍 以 上 , 可 以 确信 这 
个 克隆 代表 的 基因 在 这 两 种 样品 中 有 明显 的 表达 差异 。 
5) 有 表达 差异 的 克隆 的 两 个 强 信号 点 的 亮度 值 都 在 10 以 上 (10 是 肉眼 可 检测 的 亮度 
值 )。 
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鼠 心 脏 cDNA 阵列 检测 结果 
(>9000 基 因 ) 
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图 5- 14 大 鼠 心 肌 组 织 的 芯片 杂交 结果 ( 左 为 正常 心肌 , 右 为 结扎 后 的 心肌 ) 
(三 ) 芝 光标 记 cDNA 芯片 杂交 实验 操作 步骤 


总 体 步骤 包括 : 
1. 培养 人 细胞 总 RNA 的 制备 。 
(1) 试 剂 和 设备 :( 文 中 (a)、(b)、(ec)… 表 示 试 剂 配 制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 1] 部 分 )。 
RPMI 培养 基 (Sigma) ; @ 磷 酸 缓冲 液 (Sigma);@GTC 溶液 ;@@ 低 速 离心 机 ( Backman); © 
超速 离心 机 ( Backman) ; 6) 超 声 清洁 离心 管 ,1.3 cm x 15 cm( Backman) ; CsCl( 美 国 Biochemi- 
cal)。 
(2) 步 又 。 
1) 取 一 瓶 50 mL 已 培养 好 的 人 细胞 (如 ,Jurkat line J]25)。 
2) 准备 5 只 培养 上 瓶 (162 cm?) ,每 只 含 100 mL RPMI 培养 基 (a)。 
3) 以 1:10 稀释 分 装 细胞 ,并 继续 培养 48 ho 
4) 加 入 促 生长 剂 (如 佛 波 酯 ) 并 再 培养 24 ho 
5) 将 细胞 (总 量 500 mL) 转 至 500 mL 离心 瓶 。 
6) 用 JA- 10 离心 机 离心 ,3 000 r/min x 5 mins 
7) 弃 上 清 。 
8) 用 10 mL PBS 重 悬 细胞 。 
9) 转 至 15 mL 锥 形 离心 管 。 
10) 离心 ,5 min,1 000 r/min, 
11) 弃 上 清 。 
12) 将 细胞 ( ~5 x 108) 在 液 氨 中 冻 干 并 保存 于 - 80 T. 
13) 从 - 80 人 取出 细胞 ( ~5x 10%) 6 
14) 加 入 12 mL GTC 溶液 (b) 并 分 散 均匀 。 
15) 用 12 mL 注射 器 配 以 19 号 针头 ,反复 抽 吸 细胞 溶解 物 10 次 (c)。 
16) 准备 6 只 超速 离心 管 (d) ,每 只 含 3 mL CsCl 溶液 (e)。 
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17) 向 每 管 CsCl 液 面 上 加 入 2 mL GTC 细胞 溶解 液 。 

18) 离心 沉淀 mRNA。 使 用 SW50.1 型 离心 机 ,在 25 CVA 35 000 r/min 速度 离心 12 ho 

19) 倒置 离心 管 , 弃 上 清 (f)。 

20) 将 离心 管 倒置 于 吸水 纸 上 , 凉 干 ,60 min。 

21) 向 每 管 底部 加 入 100 pL 1x TE 溶液 (8g)。 

22) 65 和 加热 1 min, 以 帮助 溶解 RNA 沉淀 。 

23) SAHNI RNA 沉淀 。 

24) 混和 6 只 管 中 的 RNA 样品 混合 ( 共 600 pL). 

25) 用 0.4 mL 新 鲜 的 1 x TE 溶液 (g) 溶 解 每 管 残留 的 RNA。 

26) 用 0.5 mL 酚 (i 抽 提 1.0 mL RNA, 共 两 次 ,以 去 除 残留 蛋白 质 。 

27) 用 乙醚 抽 提 两 次 ,以 去 除 微量 有 机 物 (h) 。 

28) 将 RNA 样品 分 装 于 两 只 Eppendorf 管 中 , 每 只 500 pL. 

29) 每 管 加 入 50 pL 2.5 mol/L 乙 酸 钠 溶液 (DEPC 处 理 过 ) 和 1.0 mL 乙醇 。 

30) 室温 下 离心 沉 注 RNA 15 mino 

31) 弃 上 清 。 

32) 在 Speedvac 中 干燥 RNA。 

33) 用 0.4 oL 的 1xTE WWA) EE RNA 沉淀 。 

34) 重 悬 溶液 的 浓度 应 为 7 meymL, 即 每 500 mL 细 泡 的 RNA 总 产量 为 3 mgo 

fm 1] 

(a) RPMI 培养 基 须 添加 10% 胎 牛 血清 ,100 jg/mL EREA 500 U/mL HEH. 

Cb) 将 60 g AFB 0.5 g 十 二 烷 基 肌 和 灸 酸 钠 、5.0 mL FARMAN T 100 mL HO 中 ,过 
滤 除 菌 后 加 入 0.5 mp- RAH, 

(c) Hi # EK DNA 以 增加 RNA 产量。 

(d) 超声 离心 管 必需 清洁 。 

(e) 495 g CsCl 和 20 mL 0.5 mol/L 4% EDTA(pH = 8.0) 溶 于 100 mL HO 中 ,过 湾 除 芮 。 加 
Bw CAE (DEPC) 0.1%. HARB. 

(H 匆 使 上 清 回流 至 RNA 沉淀 中 。 

(g) 1x 到 溶液 。 含 1 mmol/L Tris,0.1 mmol/L EDTA(pH8.0) ,用 0.1% DEPC 水 处 理 ,以 
灭 活 RNase。 

(h) 避免 管 壁 内侧 含有 微量 RNase。 

(i) 酚 溶液 中 含 酚 / 气 仿 / 异 上 及 醇 (25:24:1,wv)。 

2. 人 总 polyA* mRNA 的 制备 。 

(1) 试 剂 和 设备 : (文中 (a)、(b)、(c)… 表 示 试剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 2] 部 分 ) 

Oligotex mRNA Midi Kit( Qiagen) 

(2) 方 法 。 

1) 解冻 贮存 于 - 80 入 的 总 RNA(7 mg/mL)。 

2) 将 150 pL RNA(1 mg) ,150 pL 2x 结 合 缓冲 液 和 55 pL Qiagen Oligotex - aT 树脂 混合 。 

3) 于 65 CHIP 3 min, 变 性 RNA。 

4) 室温 冷却 10 min, mRNA 将 退火 结合 至 树脂 上 。 

5) 离心 2 min, 沉淀 结合 有 mRNA 的 树脂 。 
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6) 用 600 pL 洗涤 缓冲 液 混 悬 树脂 。 

7) 离心 2 min, 沉 淀 树脂 。(a) 

8) 用 600 pl 洗 淋 缓冲 液 重新 悬浮 树 脂 。 

9) 转 入 至 Qiagen 离心 柱 中 。 

10) 离心 30 s, 除 去 洗涤 缓冲 液 。 

11) 在 80 CFA 33 所 洗 脱 缓冲 液 重 悬 树脂 。 

12) 离心 30 s 并 将 含 mRNA 的 洗 脱 缓 促 液 转 入 一 只 新 试管 内 。 

13) 在 80 所, 再 各 用 33 tL 洗 脱 缓冲 液 分 两 次 洗 脱 残留 于 离心 柱 树脂 内 的 mRNA. (b) 
14) 合并 3 次 洗 脱 出 的 mRNA( 每 次 33 pL). 

15) 加 入 10 pL 2.5 mol/L CRAM 220 pL 的 100% 乙 醇 。 

16) 在 25 所 离心 15 min ,沉淀 mRNA。 

17) 在 Speedvac 中 干燥 mRNA 沉淀 。 

18) 用 11 pL 的 1x TE 溶液 重 悬 沉淀 (pH=8.0) 并 混 匀 。(c) 

19) 取 1.0 pL AFER. 

20) 稀释 至 1.0 pg/pLo 

21) 产量 应 为 20 ~ 25 pg mRNA/1.0 mg Ù RNA, (d) 

[m2] 

(a) -ARRE (ORAS RAR ) DECREE RHE BSB. 

(o) 在 80 Chk ZA Both Eppendorf 管 30 s, 以 有 利于 mRNA Hib, KH AMA RK 


mRNA 产量 ! 


(c) 溶液 用 0.1% 的 DEPC 4 , ARE RNase. 
(d) 0.1 pL 样品 与 0.5 mL TE 溶液 混合 ,于 260 nm 处 测 吸收 度 (1.0 OD 相当 于 40 pg/mL 


mRNA)» 


3. 用 于 微 阵列 点 样 的 cDNA 的 扩 增 和 纯化 。 
(试剂 和 设备 。( 文 中 (a)、(b) 表 示 试 剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 3] 部 分 )。 
L) PCR 引物 用 5' - 氨基 修饰 试剂 盒 (Glen Research # 10 - 1906 - 90) 收 饰 C6 辟 
2) 96 孔 PCR {X (PE — 9600 PCR 仪 ) 
3) 96 #L PCR 板 (MicroAmp 9%6 孔 PE #801 - 0560) 
4) Tag DNA 聚合 酶 (Statagene # 6000139) 
5) PCR 纯化 试剂 盒 (Telechem # PCR - 100) 
6) 平底 384 FLAK (Nunc #242765) 
7) 微 点 液 (TeleChem # MSS - 1) 
(2) 方 法 。 
1) 向 % 和 孔 板 中 每 孔 加 入 1.0 工 质粒 DNA(10 ng/pL) 0 
2) HMA 99.0 pL PCR 反应 液 ,使 反应 液 最 终 含有 10 pL 的 10 x PCR 缓冲 液 (500 mM KCL, 
100 mM Tris — HCI pH8.3,15 mM Mg+ „0.1% BARE) 10 pL dNTP 混合 物 (每 种 10 pL) .1.0 el ai 
物 (100 pmol/pL) (a) , 4-0 pL 3188 2(100 pmol/pL)(a),1.0 pL BBL DNA (10 ng/HL) (b) ,76 pL 
HO 1.0 pL Taq RARS U/pL). 
3) PCR 扩 增 cDNA 30 个 循环 (94 C 30 si55 C 30 s;72 T 60 s)。 
4) 用 96 孔 PCR 纯化 试剂 盒 纯化 PCR 产物 。 
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5) 用 100 pL 0.1 x 人 TE 溶液 (pH8.0) 洗 脱 PCR 产物 。 

6) 在 Speedvac 中 干燥 PCR 产物 。 

7) ER PCR 产物 于 7.5 pL 

8) 转 至 384 FL RAR (Nunc) Fe 

(# 3] 

(a) 整个 过 程 可 使 用 引物 (21 mers)。 每 个 引物 的 5' 末 端的 CORAM, PCR 时 就 可 形 
成 连 有 和 气 基 的 DNA, 

(b) 质粒 DNA 可 通过 碱 裂 解法 制备 和 纯化 .96 IL REAL Prep. iX Al (Qiage #SQ811 $ # 
19504) 可 促进 快速 制备 。 

4. 微 阵列 的 制备 和 处 理 过 程 。 

ORRAK. (XP (a) 、(b)… 表 示 试 剂 配 制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 4] 部 分 ) 

人 @ 微 点 加 样机 械 辟 (Cartesian) ;@@ 芯 片 微 点 加 样 器 (TeleChem) ; 加 硅烷 化 芯片 基 片 (载体 ) 
(CEL Associates # CSS - 100C)。 

(2) 方 法 。 

D 取 硅 综 化 芯片 基 片 (活性 醛 基 )。 

2) 用 微 点 如 样 器 按 厂家 说 明 进行 带 有 氨基 的 cDNA 的 如 样 。(a) 

3) TETH EPAR, ,使 点 阵 上 的 样品 干燥 。 

4) 用 0.2%SDS 室温 浸泡 芯片 2 次 ,每 次 2 min 并 剧烈 搅动 。 

5) 用 藻 溜 水 室温 浸泡 芯片 2 次 ,每 次 2 min 并 剧烈 搅动 。(b) 

6) 将 芯片 转 至 95 ~ 100 CIRK 2 min, 以 使 DNA 变性 。 

7) 在 室温 彻底 于 燥 芯 片 (5 min). 

8) 室温 下 ,将 芯片 转 至 硼酸 钠 溶液 中 5 min, 以 减少 游离 醛 基 。(c) 

9) 室温 下 ,用 0.2% SDS 溶液 洗涤 芯片 3 次 ,每 次 1 ming 

10) 用 燕 馏 水 在 室温 下 青 洗涤 1 次 ,1 min。 

11) HIS BLA 95 ~ 100 TC 的 燕 饮 水 中 ,30 min。(d) 

12) 可 凉 干 芯片 并 贮存 于 25 和 黑暗 处 (稳定 期 >1 年 )。 

[m 4] 

(a) 干燥 能 增加 交 联 效率 ,可 多 进行 几 天 。 

(b) 此 步 除 去 盐 和 未 结合 的 DNA。 

(e) 将 1.0g NaBH, 溶 于 300 mL PBS 中 。 加 入 100 mL 100% 乙醇 以 减少 气泡 。 用 前 临时 
配制 ! 

(9) 加 热 芯片 有 助 于 干燥 过程 。 

5. 体外 转录 法 制备 对 照 mRNA。 

(1) 设 备 和 试剂 。( 文 中 (a) 、(b)、(c)… 表 示 试 剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 5] 部 分 》 

RNA 转录 试剂 盒 (Stragene) 

(2) 方 法 。 

1) 取 蜡 种 来 源 的 cDNA 克隆 插入 pBluescript 载体 。(a) 

2) 用 25 gL 反应 体系 并 含有 poly(A), 下 游 区 域 单一 位 点 的 限制 性 内 切 酶 消化 10 pg 质粒 
DNA. (b) 

3) HEAHEA, AIER 1 次 . 酚 / 领 仿 / 异 成 醇 (25:24:1 v/v) KALBE Ke Cc) 
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4) 将 抽 提 物 置 于 65 乞 保 温 5 min, 并 轻 缓 旋涡 振荡 ,以 除去 残留 的 乙醚 ,加 入 适量 蒸馏 水 
或 1x TE HR. 
5) 每 25 pL 线性 质粒 中 ,加 入 0.1 倍 体积 的 2.5 M 乙酸 钢 和 2 倍 体积 的 乙醇 ,旋涡 振荡 混 


合 。 


6) 室温 下 离心 5 min, 沉 淀 线性 质粒 。 

7) 弃 上 清 并 在 Speedvac 中 干燥 DNA. 

8) 用 10 pL pH8.0 fy 1 x TE YR (10 mmol/LTris - HCL 和 1 mmol/L FDTA) 重 悬 线性 质粒 
DNA, 终 浓度 为 1.0 pg/uLo 

9) 在 一 微量 离心 管 中 , 加 入 20 pL 的 5x 转录 缓冲 液 ,4 pl 线性 质粒 (1.0 pg/uL) 、16 pL 的 
4 种 dN 了 IP 混合 物 (每 种 2.5 mmol/L) ,4 pL DTT(0.75 mol/L) ,3 pL RNase 抑制 剂 (20 U/uL) Al 
52.5 pL O, HERES]. 

10) 加 入 0.8 pL T3 Be T7 RNA 聚合 酶 (50 UpL)(d) , 轻 轻 混 匀 。 

11) 37 CHF 30 min. 

12) 加 入 10 pL 的 2.5 mol/L ZRN 

13) 抽 提 110 pl. EEY SR (25:24 vv) 抽 提 1 次 和 用 乙醚 抽 提 3 
次 。 

14) 在 65 人保 温 抽 提 物 5 min, 并 轻 缓 旋涡 振 功 以 除去 成 贸 的 乙醚 。 

15) 加 入 220 pL 乙醇 并 离心 5 min, 以 沉淀 转录 产物 。(e) 

16) 穿 上 清 并 在 Speedvac 中 干燥 DNA. 

17) 用 10 uL pH8.0 的 1x 全 溶液 (10 mmol/L Tris - HCI 和 1 mmol/L EDIA) 重 悬 转录 产 
物 , 终 浓度 为 4.0 pg/plo (£) 

18) 用 体外 转录 的 mRNA 作为 基因 表达 监测 对 照 ( 见 步 又 7,9)。 

[ 附 5 

(a) 克隆 应 尽 可 能 相 异 。 植 物 克隆 (如 Arabidopsis) 适 用 于 人 和 酵母 ,反之 也 然 。 克 隆 应 带 
Æ 20 ~ 40 MIXI BRAT polyA 尾 ,以 便 转录 反应 时 与 引物 Oligo - dT 互补 结 合 。 

(b) 用 于 体外 转录 的 线性 质粒 应 含有 palyA+ 位 点 及 紧 售 其 下 游 的 酶 切 位 点 (如 BomB 1), 
但 应 尽 可 能 少 含 载体 序列 。 

(e) 去 除 微量 核酸 酶 可 防止 体外 转 菏 物 降解 。 

(d) AT MRE ROMER SL, ROMA cDNA 模板 上 转录 出 信息 
mRNA 链 。 信 息 链 作 为 top stand, 其 3/ 末端 紧 售 限 制 性 酶 切 位 点 上 游 所 含 的 polyA Æo 

(e) 体外 转录 的 效率 很 高 ,通过 离心 可 见 大 量 的 RNA 沉淀。 

(D 转录 的 完整 性 可 通过 甲醛 凝 胶 电泳 或 mRNA 通过 Oligo - (dT)，。 引 物 和 逆转 录 生 成 的 
cDNA 碱 性 琼脂 糖 电泳 来 评价 。 

6. 线性 PCR 法 制备 对 照 荧光 cDNA( 不 对 称 PCR) 。 

(1) 设 备 和 试剂 。( 文 中 (a)、(D) 表 示 试 剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 6] 部 分 ) 

CPE - 9600 型 PCR 仪 (或 相当 设备 ) ;QIA 快速 PCR 纯化 试剂 盒 ( Qiagen # 28106)。 

(2) 方 法 。 

1) 将 异种 来 源 的 cDNA 克隆 插入 质粒 载体 。 

2) 用 cDNA 特异 引物 通过 PCR 扩 增 含 异 源 cDNA 的 重组 质粒 。 

3) 用 QIAquick 柱 纯 化 扩 增 产物 。 
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4) 在 Speedvac 仪 中 干燥 样品 。 

5) FA 10 pL pH8.0 的 1x 伍 溶液 (10 mmol/L Tris - HCL 和 1 mmol/LM EDTA) BASEL 
cDNA 重组 体 。 

6) 在 一 微量 离心 管 中 , 加 入 71 pL Hs0、10 pL 10x PCR 缓冲 液 (500 mmol/L KCL, 100 mmol/L 
PH8.3 的 Tris - HCL.15 mmol/L MgCl, .0.1 和 明胶 )、10 pL dNTPs( 每 种 2 mmol/L.) 5 pL Cy5 - dCTP 
(1 nmol/L) (a) ,2.0 pL 20 mers 赛 核 苷 酸 (100 pmol/pL) 、1 pL cDNA 的 PCR 产物 (0.5 U/pL) , 轻 
RMR. 

7) 加 入 1.0 pL Tag DNA 聚合 酶 (5 U/L) (d) , 轻 轻 泥 匀 。 

8) 菊 光 素 标记 单 链 cDNA 按 下 列 条 件 扩 增 :95 CARPE 2 min、 然 后 在 94 C 30 5.55 € 30s、 
72 C 30 s 的 循环 条 件 下 扩 增 30 个 循环 ,72 CHE 2 min。 贮 存 于 4 入 待 纯化 。 

9) 用 QIAquick 柱 纯化 菊 光 线性 扩 增 产物 。 

10) 在 Speedvac 仪 中 干燥 样品 。 

11) 用 50 pL pH8.0 %9 tx TE(10 mmol/L Tris — HCI 和 1 mmol/L EDTA) 重 悬 沉淀 ,荧光 标记 
的 cDNA 终 浓度 应 为 40 ng/pLo 

12) 每 20 jl 杂交 液 (步骤 7 中 第 18 步 ) 中 加 入 1.0 pL 40 mg/ 号 荧光 对 照 ,调节 荧光 对 照 
的 cDNA 浓度 为 2 ng/pL。 

Lat 6) 

(a) 可 选 其 他 英 光 素 ,如 Fl2- dUTP、L5 - dCTP 和 Cy5 - dCTP. 

(b) 这 种 对 照 可 提供 一 个 杂交 和 扫描 的 参照 ,有 如 逆转 录 过 程 ( 见 步骤 7)。2 ngul OR 
光标 记 物 应 能 产生 与 大 量 细 胞 转录 同样 强 的 信号 。 可 用 含 多 种 荧光 的 cDNA 来 产生 一 荧光 系 
列 。 

7. 入 总 mRNA 荧光 探 针 的 制备 。 

(01) 试剂 和 设备 。( 文 中 (a)、(b)、(e)… 表 示 试 剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 7] 部 分 ) 

1)StrataScript 道 转录 PCR ANIA (Stratagene #200420)。 

2) Oligo - dT 21 mers (0.1% DEPC 处 理 )。 

3) 100 mmol/LdATP. dCTP „dGTP. dTTP (Phannacia #27 - 2050, — 2060, - 2070. - 2080). 

4)1 mmol/L Cy3 ~ dCTP( Amersham # PA53021) a 

5)1 mmol/L Cy5 ~ dCTP( Amersham # PAS3021)o 

6)1 mmol/L fluoresecein - 12 ~ dCTP (DuPont # NEL - 424) o 

7)SuperScript {1 RNase H - 道 转录 酶 《Gibee BRL # 18064 - 14). 

(2) 方 法 。 

1) 在 - -微量 离心 管 中 , 加 入 5.0 pL 总 polyA* mRNA(1.0 pg/pL)(a) .1.0 pL 对 照 mRNA 混 
合 物 (0.5 ng/uL)(b) .4.0 pL Oligo- dT 21 mers(1.0 pg/L) 27.0 pL 由 0O(DEPC 处 理 过 )。 

2) 65 CÆHE mRNA 3 ming 

3) 加 入 10.0 pL 5 x 第 -- 链 缓冲 液 (250 mmol/L pH8.3 的 Tris ~ HCL375 mmol/L KCI, 
15 mmol/L MeCh) 5.0 pL 10 x DTT(0.1M),1.5 pL RNase 抑制 剂 (20 U/L)、1.0 pL dATP, 
dGTP dTTP 汇合 物 (每 种 25 mmol/L) .2.0 pL dCIP(1 mmol/L) ,2.0 pL Cy3 ~ dCTP(1 mmol/L) 
(co) FEHR 

4) 加 入 1.5 pL SuperScript IE RNase H ~ 道 转录 酶 (200 U/pL) 使 总 反应 体积 为 50.0 pLa 

5) RRRS 
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6) 25 TRK 10 min, 使 ligo - dT 互补 结合 mRNA。 

7) 37 兄弟 转录 polyA+m RNA 2 ho 

8) 25 CHA 5.0 uL 的 2.5 mol/L ZA 110 pL 100% Z. (d) 

9) 在 25 所 下 离心 沉淀 cDNA/AmRNA 杂 合 链 , 15 mins (e) 

10) 弃 上 清 并 用 0.5 ml 80% 乙 醇 小 心 洗 淋 沉淀 。(f ) 

31) 在 Speedvac 中 干燥 样品 ,然后 用 10.0 pL 1 x TE AM pH. ORRE. (g) 

12) 煮沸 3 min 变性 cDNA/mRNA 杂 合 链 ,迅速 置 冰 上 冷却 。 

13) 加 入 2.5 uL EN NaOH 并 置 37 “CERI 10 min 以 降解 mRNA。 

14) 加 入 2.5 pL 1 mol/L Tris - HCI(pH6.8) #1 2.0 pL 1 mol/L HCl 以 中 和 cDNA, 

15) MA 1.7 pL 2.5 melL 乙 酸 钠 和 37 uL 100% ZF. 

16) 全 速 离心 15 min 以 沉淀 cDNA。 

17) 弃 上 清 并 用 0.5 mL 的 80% 乙 醇 小 心 洗涤 沉淀 。(f ) 

18) 在 Speedvac 中 干燥 样品 ,然后 用 13.0 pL WOES. (g) 

19) 加 入 5.0 pL 的 20 x SSC 溶液 ( 即 pH7.0 的 3 mol/L. 柠檬 酸 钠 ) 和 2.0 pL 2%SDS 溶液 。 

20) 65 气 加 热 30 s, 以 溶解 荧光 混合 物 。 

21) 高 速 离心 2min, 以 除去 微量 碎片 。 

22) 将 上 清 转 至 一 新 离心 管内 。 

B) 探 针 的 终 浓度 应 为 : 在 20 uL 5 x SSC 和 0.2%SDS 中 ,每 种 荧光 素 浓 度 为 0.25 pg/pL。 

[ 附 7] 

(a) 用 Oligo ~ dT(Qiagen) 纯 化 来 自 总 RNA 的 总 m RNA, 

(b) 假定 体外 转录 的 对 照 mRNA 平均 长 度 为 1.0 kb, 按 分 子 比 1:1 000,1:10 000 和 1:100 000 
确定 深度。 

(ce) FRA HARI mRNA, 如 Fl12- dCIP 或 Cy5 - dCTP。 

(d) 冷却 或 使 用 >2 们 体积 的 乙醇 将 产生 未 标记 的 沉淀 。 

(e) 由 于 沉淀 附着 在 管 壁 的 一 侧 , 应 从 管 的 另 一 合 例 去 上 清 。 

(H 为 防止 沉淀 损失 ,在 倒 去 80 和 乙醇 之 前 应 先 离心 ming 

G) 产物 沉淀 通常 附着 在 管 壁 的 一 侧 ,注意 彻底 溶解 之 。 

(h) 沉淀 溶解 后 残留 的 不 溶 物 将 导致 荧光 背景 加 深 。 

8. cDNA 微 点 阵 杂 交 和 洗涤 。 

(0) 试剂 和 设备 。( 文 中 (9) 、(b)、(e)… 表 示 试 剂 配 制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 8] 部 分 ) 

1) 杂交 盒 (TeleChem)。 

2) 阵列 洗涤 池 (TeleChem)。 

3) 阵列 扫描 仪 3 000 (General Scanning)。 

(2) 方 法 。 

D 将 点 阵 好 的 芯片 放 人 杂交 盒 中 。 

2) 加 入 5.0 pL 5 x SSC 和 0.2%SDS 溶液 进行 杂交 。(a) 

3) 沿 2 mm x 22 mm 的 覆盖 条 边缘 加 6.0 pL ROGER o 

4) 用 刍 子 将 芥 盖 条 盖 在 芯片 阵列 上 ,在 覆盖 条 和 点 阵 之 间 形 成 一 个 注 薄 的 样品 层 。(b) 

5) 封闭 带 有 芯片 的 杂交 盒 。 

6) AER EF 62 CHK. (c) 
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7) 62 CHX 6 he 

8) 杂交 后 立刻 将 芯片 放 到 洗涤 池 中 。(d) 

9) 用 1x SSC A O. 1%SDS 室温 洗涤 5 mins (e) 

10) 将 洗涤 池 和 芯片 转 至 第 二 个 含有 400 mL 0.1x SSC 和 0.1%SDS 的 大 烧杯 中 。 

11) 室温 洗涤 5 min, 

12) 用 含有 0.1 x SSC 的 第 三 个 烧杯 简单 地 洗涤 芯片 以 除去 SDS。 

13) 凉 干 芯片 。 

14) 用 芯片 扫描 仪 3 000 的 激发 荣光 扫描 芯片 。 

[ 附 8] 

(a) 防止 覆盖 膜 下 的 样品 变 干 。 

O 入 盖 膜 应 无 油 脱 、 灰 尘 和 其 他 杂质 。 

{c) 将 禾 盖 膜 从 左 到 右 铺 到 蕊 片上 ,以 防 气 泡 产 生 。 膜 下 的 小 气泡 在 62 CHRO 
即 可 除去 。 

(d) 62 CRIER cDNA - cDNA 杂交 。 塞 核 背 酸 杂 交 的 温度 应 稍 低 些 。 

(e) HARA EFA 400 mL 1 x SSC 和 0.1%SDS 的 600 mL 大 烧杯 中 。 芯 片 应 迅速 从 
杂交 盒 转 至 洗 淋 池 中 。 如 在 室温 下 放置 汞 片 过 入, 将 导致 荧光 背景 加 深 。 

() 在 洗涤 这 一 步 , 禾 盖 膜 应 很 快 脱 下 ,车 30 s ALATA, RARFHRRA, ENAR 
PRR R 

9. 微 阵列 用 于 基因 表达 分 析 。 

(试剂 和 设备 。( 文 中 (a) 表 示 试 剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 9] 部 分 ) 

1) 硅烷 化 芯片 基 片 (CEL Associates # CSS - 100). 

2) 各 种 cDNA 片段 。 

3) 从 mRNA 转录 的 样品 。 

4) 微 阵列 加 样 器 (Cartesian Technologies) o 

5) 阵列 扫描 仪 3 000 (General Scanning). 

(2) 方 法 。 

1) 制备 含有 目的 基因 的 cDNA 微 阵 列 。(a) 

2) 酶 标 法 制备 总 mRNA 的 茨 光 样品 ( 见 前 )。 

3) 按 严格 的 漂洗 条 件 进行 荧光 样品 与 微 阵 列 的 杂交 。 

4) 漂洗 除去 未 杂交 的 样品 。 

5) 用 阵列 扫描 仪 3 000 的 激发 荧光 扫描 芯片 阵列 。 

6) 测量 每 个 点 的 荧光 强度 。 

7) 获取 基因 表达 扫 措 值 ,通过 适当 对 照 与 实验 数据 进行 比较 。 

[m9] 

(8) 阵列 片段 可 为 已 知 或 未 知 的 EDNA、 来 自给 定 基因 组 的 限制 性 片段 或 所 有 基因 。 来 自 
表 这 序列 (如 ESTs) 的 合成 赛 核 蔡 酸 也 可 用 于 点 阵 。 

10. 赛 核 苷 酸 点 阵 用 于 突变 检测 。 

(1) 斌 剂 和 设备 。( 文 中 (a)、(b)、(e)… 试 剂 配制 方法 及 注意 事项 见 [ 附 10] 部 分 ) 

1) 合成 的 15 - mers 赛 核 苷 酸 片段 ,氨基 修饰 5' 端 (Stanford PAN facility) o 

2) 硅烷 化 芯片 基 片 (CEL Associates # CSS ~ 100)。 
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3) 2x 微 点 液 (TeleChem) 。 

4) 来 自 DNA 的 荧光 标记 样品 。 

5) UniHyb 杂交 液 (TeleChem) o 

6) 微 阵列 加 样 仪 (Catesian Technologies) 

7) ImaGene 软件 (BIO Discovery) e 

8) 阵列 扫描 仪 3 000 (General Scanning) a 

(2) 方 法 。 

1) 制备 二 -mers(a) 赛 核 萌 肯 阵 列 ,其 中 间 位 置 (第 8 个 ) 的 碱 基 用 作 区 别 荧光 样品 的 多 态 
性 或 突变 磊 基 (b)。 阵 列 制备 时 ,1x 微 点 液 中 含 10 ~ 100 pmol/L MEAP. 

2) 处 理 芯 片 阵列 ,以 除去 未 结合 的 15 - mers RRE, 

3) 通过 PCR 扩 增 中 间 带 有 多 态 性 或 突变 点 碱 基 的 荧光 样品 (c)。 含 有 < 1 000 点 阵 的 样 
品 杂交 时 ,使 用 0.1 倍 的 100 pL PCR 反应 体系 。 样 品 杂 交 前 用 乙醇 沉淀 或 过 离心 柱 纯化 。 

4) 杂交 前 ,者 沸 样品 ,变性 2 min (d)。 

5) 在 42 ,将 荧光 样品 与 宾 核 彰 酸 杂交 4 h(e)。 

6) 按 下 面 介绍 的 方法 洗 去 未 杂交 的 样品 : 先 用 2 x SSC 溶液 室 混 漂洗 2 次 ,每 次 5 min ; 
再 用 2 x SSC 溶液 室温 漂洗 1 次 ,每 次 5 min, 

7) 凉 干 杂交 芯片 。 

8) 设 定 最 大 的 PMT 和 激光 值 , 以 保持 线性 和 减低 背景 (1)。 

9) 用 ImaGene 软件 计算 荧光 强度 。 

[ 奉 10] 

(a) 宕 核 蔡 酸 必 须 共 价 结合 在 回 相 支持 物 表面 上 。 此 处 我 们 用 带 有 活性 醛 基 的 片 基 与 赛 
核 普 酸 的 碱 基 上 原 有 氮 其 共 价 结合 。 

(b) 15- mers 的 中 间 点 或 第 八 个 碱 基 位 置 是 通过 杂交 来 检测 单个 碱 基 的 多 态 性 和 突变 的 
关键 位 置 。 例 如 ,野生 型 为 “G" 而 突变 型 为 “Tt" 时 ,杂交 时 ,这 两 个 15 - mers RRR S 
对 其 加 以 区 别 ; 除 非 野 生 型 15 - men 的 第 八 个 位 置 含有 “C" 或 突变 型 罕 核 苷 酸 含有 "A"。 

(ce) 数目 超过 等 位 基因 60 个 碱 基 的 荧光 引物 也 容易 杂交 到 寨 核 苷 酸 阵列 上 。 

(a) 双 链 荧光 样品 杂交 前 必须 变性 。 推 荐 使 用 线性 PCR 制备 的 单 链 荧光 样品 。 

(e) 杂交 温度 应 比 Tm 低 10 Te. 

({) 42 CHAT 15- mes 的 家 核 音 酸 。 还 可 根据 寒 核 普 酸 的 长 短 来 调整 温度 。 

(g) 对 于 大 多 数 基 因 型 应 用 ,将 阵列 要 描 仪 的 激光 和 PMT 各 自 设 定 为 70% 和 80% 是 合适 


第 四 节 ”芯片 杂交 信号 的 收集 及 生物 信息 的 分 析 


一 、 和 芯片 杂交 信号 的 收集 及 处 理 

生物 芯片 的 信号 收集 与 处 理 的 方法 取决 于 信号 扫描 的 方式 。: - 般 均 限于 光 信号 的 扫 找 和 
电信 号 的 点 拉 描 两 种 模式 。 

在 经 典 的 基因 芯片 扫描 仪 中 ,因为 采用 的 是 荧光 检测 原理 ,所 以 基因 芯片 数据 一 般 进行 光 
采集 , 即 通过 激光 激发 掺 人 检测 点 中 的 荧光 生 色 基 轩 ,对 荧光 报告 基 团 所 发 出 的 一 定 站 长 范围 
的 光 进行 收集 ;然后 利用 光电 倍增 管 或 CCD 将 收集 所 得 的 光 信 号 转化 为 电信 号 并 给 出 相应 的 

< 232 - 


oow .on 一 


NEEN 


= 


SAR Aer ee 


强度 ;通过 软件 将 电信 号 还 原 成 为 图 形 或 生物 信息 的 相关 数据 ;最 后 实验 人 员 可 以 通过 分 析 软 
件 对 所 得 的 数据 加 以 分 析 处 理 并 给 出 检测 报告 。 

对 于 微 流 控 芯 片 如 微缩 芯片 实验 室 , 其 检测 一 般 通 过 阵列 毛细 管 电泳 以 及 阵列 传感器 原 
理 的 方式 ,因此 采集 的 信号 一 般 是 光 或 电信 号 。 毛 细 管 电泳 给 出 了 核酸 或 蛋白 质 泳 带 的 位 置 ， 
可 以 通过 分 子 量 标记 直接 对 位 置 和 光 信 号 强度 进行 扫描 ,根据 位 置 回 洲 寻 址 并 根据 强度 进行 
定量 分 析 ; 阵 列传 感 器 大 多 数 通过 电信 号 的 有 无 强 弱 来 对 男 定 在 传感器 阵列 上 的 样品 定量 检 
测 分 析 , 也 有 采用 光纤 阵列 传感器 进行 生物 芯片 研究 的 报道 ,由 于 其 本 质 上 为 光纤 传 感 器 ,其 
检测 原理 也 为 光 信号 的 检测 。 

在 各 种 生物 芯片 的 信号 分 析 处 理 中 ,DNA 芯片 的 信号 收集 处 理 过 程 相 比较 为 复杂 ,发 展 
的 相对 完善 ,研究 的 也 相对 深信 ,并 有 多 种 仪器 及 配套 软件 产品 问世 。 因 此 我 们 着 重 对 DNA 
芯片 的 信号 收集 与 处 理 加 以 介绍 。 

芯片 扫描 仪 是 对 生物 芯片 进行 信号 收集 的 关键 。 对 于 中 高 密度 DNA 芯片 ,必须 依赖 高 精 
度 高 分 辩 率 、 高 灵敏 度 的 芯片 扫描 仪 ,才能 够 较为 完整 并 且 精 确 的 收集 标记 于 检测 分 子 上 的 
荧光 生 色 基 团 激发 后 释放 出 的 菊 光 信号 ,并 完成 第 一 步 光 - 电信 号 转换 过 程 。 商 业 化 的 基因 
芯片 扫描 仪 目前 主要 为 激光 共聚 焦 芯片 扫描 仪 和 CCD(charge coupled deviee) 芯 片 扫 措 仪 两 大 
类 。 此 外 还 有 用 荧光 显微镜 自己 组 装 搭建 的 DIY 扫描 装置 。 

一 般 基因 芯片 杂交 信号 种 类 有 :中 荧光 标记 ( 单 标 或 双 标 ) 的 轰 DNA(FITC, Cy3, Cy5 等 ) 
检测 ,如 FITC/Cy3, FITC/Cy5, Cy3/Cy5; © 酶 标的 靶 DNA( 灰 度 图 像 分 析 ) ;@@ 其 他 种 类 的 靶 
分 子 标记 ( 单 彩色 或 多 彩色 ), 如 化 学 发 光 、 放 射 性 核 素 标记 、 电 化 学 等 方法 的 不 同 。 

用 不 同 公司 的 扫描 仪 及 配套 软件 分 析 Cy3 和 Cy5 两 种 荧光 信号 的 强度 和 比值 并 确定 其 可 
信 限 。 芯 片 扫描 中 的 关键 问题 主要 有 :@ 芯 片 保持 洁净 ,由 于 芯片 扫描 仪 有 极 高 的 灵敏 度 和 分 
准 率 ,污染 物 会 引 过 噪音 和 背景 。 故 在 芯片 制作 杂交 和 清洗 过 程 中 ,应 在 超 净 台 或 超 净 室 中 进 
行 。 所 用 溶液 和 试剂 的 纯度 应 符合 规定 和 过 滤 除 菌 ;外 细胞 或 组 织 样品 测定 时 会 产生 较 高 的 
背景 噪音 ;@ 芯 片 完 成 杂交 和 清洗 反应 后 应 立即 测定 , 防 正 靶 分 子 降解 和 茨 光 深 灭 ;@@ 芯 片 扫 
措 仪 应 放置 平稳 ,防止 外 源 性 震动 。 

(RRRA 

激光 共聚 焦 蕊 片 扫描 仪 采用 激光 作 激发 光源 ,使 荧光 生 色 基 团 产生 高 强度 的 发 射 菊 光 ， 
光电 倍增 管 检测 其 光 信号 ,具有 较 高 的 灵敏 度 , 可 检测 每 平方 微米 零点 几 个 荧光 分 子 。 由 于 生 
欧 芯片 荧光 斑点 明暗 的 动态 范围 较 宽 , 因 此 要 求 光 电 倍增 管 有 较 宽 的 光电 响应 动态 范围 ,此 类 
扫描 仪 的 动态 范围 一 般 可 达 216, 即 16 位 。 激 光 经 聚焦 后 产生 极 小 的 光斑 ,因此 具有 较 高 的 分 
办 率 ,可 达 几 个 微米 (图 15 - 15)。 其 重复 扫描 的 精度 主要 受 XX~Y 移动 平台 的 机 械 精 度 、 重 复 
性 和 环境 条 件 的 影响 。 从 而 提高 检测 灵敏 度 。 生 物 芯片 中 , 靶 分 子 常用 2 种 或 2 种 以 上 的 荧 
光 染 料 标记 , 故 扫描 结果 常用 两 种 荧光 光 密 度 比 值 来 表示 ,以 减少 或 消除 测定 时 的 干扰 和 实验 
误差 ,提高 结果 的 可 靠 性 。 为 此 商业 化 的 扫描 仪 常 采用 2 种 以 上 不 同 波长 的 激光 器 作为 激发 
光源 ,最 多 达 4 种 ,以 激发 不 同 荧光 染料 标记 的 划分 子 。 常 用 的 激光 器 波长 范围 可 从 488nm 至 
近 红 外 光 区 。 激 光 共 聚焦 芯片 扫描 仪 的 产品 相对 较 多 ,应 用 也 最 为 广泛 ,主要 有 GS general 
scanning, Ine. ) 公 司 的 ScanArray 系列 ,Axon Instruments, Inc. 公 司 的 GenePix pro 系列 , Molecular 
Dynamics 的 Avalanche 以 及 Vinek Vision 的 ChipReader 等 。 


- 233. 


共 因 分 析 和 生物 营 片 技术 


[aoe] 


图 15- 15 激光 共聚 焦 芯 片 扫描 仪 的 设计 原理 示意 图 
A -透镜 组 ;8 RETIRE: C- 透镜 组 ;D - 二 色 镜 ;E - 物镜 组 ;F - 反光 镜 ;6 - PATO 
H- 透镜 组 ;J- UE PMT - 光电 倍增 管 ; Amp - 放大 器 ;A/D - 数 模 转换 器 ;PC - 计算 机 


扫描 结果 由 计算 机 采集 及 处 理 。 扫 措 得 到 的 图 像 是 黑白 的 。 多 种 荧光 标记 的 芯片 ,可 分 
别 在 不 同 波长 的 激光 下 重复 扫描 进行 ;也 可 在 多 个 激发 波长 下 ,同时 扫描 ( 即 一 次 扫描 可 以 得 
多 个 波长 的 数据 )。 后 者 可 克服 多 次 扫描 时 由 于 扫 措 平台 机 械 性 能 重复 性 不 好 造成 的 误差 。 

{二 }CCD( Charge Coupled Device) th FAK 

相对 于 激光 共聚 焦 芯片 扫描 仪 ,CCD TARR, RS RUT 
压 汞 灯 , 单 色 系统 采用 激发 窄带 干涉 滤 光 片 。 为 提高 CCD 蕊 片 扫描 仪 的 检测 灵敏 度 ,降低 噪 
音 背 景 ,一 般 采 用 高 强度 的 筷 灯 或 高 压 尔 灯 以 提高 激发 效率 , 除 选择 光电 转换 效率 高 的 CCD 
外 ,降低 CCD 温度 可 大 大 降低 CCD 噪音 水 平 , 故 采用 半导体 致 冷 的 冷却 CCD。 其 温度 最 低 可 
达 - 各 入 ,此 时 CCD 的 灵敏 度 水 平 已 接近 光电 倍增 管 。 延 长 CCD 成 像 曝 光 时 间或 将 多 次 虐 
光 的 图 像 站 加 ,也 可 提高 音 品 比 ,提高 灵敏 度 。 此 类 芯片 扫 措 仪 的 分 辨 率 主 要 受 CCD 像素 总 
数 和 被 测 芯片 大 小 的 影响 ,CCD 总 像素 应 在 100 x 104。 但 像素 的 增加 会 使 每 个 像素 感受 的 光 
量 减 少 ,导致 灵敏 度 的 降低 。 因 此 CCD 的 选择 应 与 被 测 芯片 的 密度 相 适应 ,芯片 密度 高 应 先 
择 像素 较 多 的 CCD, 反 之 应 选择 像素 较 少 的 CCD。 在 CCD 总 像素 固定 的 情况 下 ,芯片 越 大 则 
分 辩 率 越 小 。CCD 芯片 扫描 仪 的 分 辩 率 一 般 可 达 数 微米 至 几 十 微米 。 同 激光 共聚 焦 芯 片 扫 描 
仪 一 样 ,CCD 测定 的 动态 范围 可 达 16 位 甚至 24 位 。CCD 摄像 头 的 镜头 前 按 有 电机 驱动 选择 
的 发 射 罕 带 干涉 滤 光 片 。 生 物 芯片 在 经 激发 窄带 干涉 滤 光 片 滤 光 后 的 单 色光 激发 下 产生 的 菊 
光 ,经 发 射 窄带 干涉 滤 光 片 由 摄像 镜头 捕获 成 像 在 CCD 芯片 上 。CCD 每 次 只 能 读 取 一 个 激发 
波长 下 的 图 像 ,对 于 多 色 荧 光 染 料 标记 的 芯片 ,需要 更 换 激发 和 发 射 干涉 滤 光 片 , 再 次 读 取 。 
由 于 COD 芯片 扫描 仪 是 加 时 读 取 整个 芯片 ,因此 不 需要 X ~ Y 二 维 移动 平台 , 扫 措 速度 较 激光 
共聚 焦 芯片 扫描 仪 快 ,一 般 仅 需 0.5~ 2 min。 商 业 化 的 CCD 芯片 扫描 仪 有 Genomic Solutions 公 
司 的 GeneTacl 000 和 Biotechnology Solutions 公司 的 arayWoRx 等 。 

其 工作 原理 概括 如 下 : 

光源 -> 激发 奉 带 干涉 滤 光 片 -芯片 ~ 发射 秦 带 干涉 滤 光 片 透 镜 一 CCD 摄像 头 一 CCD 
芯片 成 像 一 图 像 转换 一 数字 信号 一 计算 机 存 竺 。 


二 、 生 物 信 息 的 分 析 和 提取 


芯片 扫 措 数 据 的 采集 处理 ,分 析 和 报告 是 生物 芯片 检测 的 重要 环节 。 一 张 汇 集 了 数 十 个 
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到 数 千 个 点 识别 分 子 的 芯片 ,它们 杂交 后 的 光 密 度 值 必 须 及 时 收集 和 处 理 ;如 果 芯 片 采用 多 色 
荧光 染料 标记 ,还 必须 校 定 和 处 理 各 种 荧光 强度 的 比例 信息 ,因此 ,必须 有 一 个 专门 系统 来 处 
理 芯 片 的 数据 ,完整 的 数据 系统 应 由 下 列 几 步 又 组 成 ,分 述 如 下 。 

(一 ) 图 像 分 析 和 数据 提取 

芯片 扫描 仪 对 生物 芯片 扫描 后 得 到 代表 荧光 强度 的 电信 号 被 收集 后 ,通过 伪 彩 处 理 形成 
图 像 文件 。 扫 描 得 到 的 图 像 是 数字 文件 ,而 不 是 各 样品 点 的 OD (ELAR OD 比值 等 数据 , 必 
须 经 过 图 像 处 理 提取 各 样品 点 的 数据 , 供 进一步 的 生物 学 统计 分 析 。 

图 像 分 析 软 件 功能 有 : 

1. 图 像 的 平滑 过 滤 。 去 除 芯片 制作 杂交、 清洗 和 测定 过 程 中 的 污染 .细胞 和 组 织 碎 片 芯 
片 扫描 仪 的 噪音 等 所 引起 的 干扰 信号 。 对 这 些 刺 峰 信 号 不 加 以 消除 将 影响 实验 结果 ,消除 这 
些 刺 峰 信 号 的 方法 较 多 ,如 中 值 过 滤 法 (ImaGene Version1.0，BioDiscovery 公司 ) .局 部 消除 法 、 
球面 消除 法 (Cenepix pro, Axon Instruments 公司 ) 等 。 

2. 图 像 背 景 的 确定 。 图 像 上 各 点 的 光 密 度 值 包含 了 样品 的 信号 和 背景 的 信号 ,在 提取 各 
样品 数据 前 必须 将 背景 扣除 。 一 般 将 划分 区 内 样品 点 之 外 的 各 像素 的 光 密度 平均 值 作为 背景 
值 ,也 可 以 由 用 户 在 图 像 中 自己 定义 一 块 空白 区 域 作为 背景 ,然后 计算 该 区 域内 各 像素 的 平均 
光 密 度 值 作为 背景 。 对 于 背景 不 均匀 的 芯片 图 像 , 每 个 样品 点 可 以 有 自己 的 背景 用 于 计算 。 
一 般 图 象 处 理 先进 行 平 滑 过 滤 处 理 再 进行 背景 计算 。 

3. 样 品 斑点 的 识别 。 一 般 是 在 图 像 中 选择 需 识 别 的 区 域 ,输入 阵列 的 行 数 和 列 数 后 ,计算 
机 便 自动 产生 一 个 网 格 框 , 套 在 芯片 图 像 上 的 每 一 个 样品 点 上 。 计 算 机 在 框 内 中 心 再 设置 一 
个 圆 ,使 样品 点 完全 落 在 圆 内 。 圆 内 信号 即 为 样品 信号 , 圆 外 信号 为 背景 信号 , 见 图 15 - 16。 
对 双色 荧光 标记 的 芯片 ,在 图 像 分 析 前 ,必须 将 2 个 图 像 进行 重 等 ,使 两 个 图 像 有 相同 大 小 的 
网 格 和 内 圆 , 并 定义 其 中 一 个 为 参 比 图 像 。 


+—— 4 


信号 


SS NN 


图 15- 16 样品 信号 的 确定 


4. 数 据 的 提取 , 存 贮 与 显示 。 生 物 芯片 中 各 点 阵 提取 的 数据 包括 :0D 积分 值 (样品 班 内 各 
像素 的 光 密度 值 之 和 ) .平均 光 密度 值 (积分 值 /样品 斑点 内 像素 总 数 ) ,样品 斑点 面积 (斑点 内 
像素 总 数 ) 和 样品 斑点 内 光 密 度 最 大 值 和 最 小 值 。 如 双色 荧光 标记 的 芯片 ,还 需 提 取 各 个 样品 
点 中 12 种 不 同 荧光 的 光 密度 比值 。 在 由 阵列 图 像 转 变 为 数据 阵列 后 ,数据 提取 的 任务 便 完成 
了 ,可 以 储存 或 输入 到 特定 的 数据 库 中 保存 。 

为 直观 地 观察 数据 ,大 多 数 商 业 软件 都 采用 伪 彩 图 . 散 点 图 和 直方 图 来 显示 数据 。 
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伪 彩 图 可 直观 地 观察 芯片 的 阵列 图 像 , 最 强 的 一 般 用 白色 ,最 弱 的 黑色 ,中 间 用 其 他 颜色 
如 红 \ 橙 、 黄 \ 绿 \ 蓝 等 表示 见 图 15- 17 


图 15-17 伪 彩 图 
( 彩 图 见 封 三 ) 
参 度 或 其 对 数值 ; 纵 坐标 表示 非 参 比 图 像 的 光 密度 或 其 
的 45" 线 则 表示 两 种 荧光 标记 探 针 的 信号 强度 相等 。 用 鼠标 任 击 其 中 一 点 均 可 显 
4 2 种 荧光 标记 的 图 像 , 光 密度 值 , 光 密度 值 标准 差 ,及 表达 百分比 , 见 图 15 - 18。 


R*=0.68 


mH} 


R=0.65 


18 散 点 图 
相同 肝脏 样品 的 两 个 独立 cDNA PAPERS OTe fi RA cDNA 能 中 的 一 个 基因 ,相对 应 的 X 值 为 一 次 检 
调 中 的 表达 水 平 ,Y 值 表示 另 一 次 检测 中 的 表达 水 平 。 忆 H 0.97 表明 cDNA 阵列 检测 的 高 度 可 重复 性 。 
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直方 图 的 慌 坐 标 雪 示 图 像 的 光 密 度 值 ; 纵 坐 标 表示 具有 该 光 密 度 值 的 像素 的 个 数 。 

(二 } 芯 片 数据 信息 的 管理 

数据 库 管 理 的 目的 是 方便 地 保存 ,管理 和 查询 数据 信息 。 管 理 系统 应 保存 下 列 信息 :芯片 
各 点 的 基因 名 称 ` 基 因 的 碱 基 序列 或 功能 的 主要 描述 .GenBank 保存 取 码 IMAGE 克隆 标 误 、 代 
谢 途 径 标 识 、 内 部 克隆 标识 ,芯片 各 点 的 荧光 图 像 .背景 值 . 光 密度 值 , 光 密度 比值 等 ;还 应 有 芯 
片 的 制备 实验、 环境 条 件 、 样 品 的 类 型 和 制备 方法 ,实验 目的 和 操作 者 姓名 等 信息 。 

{ 三 ) 芯 片 数据 分 析 和 标准 化 处 理 

数据 分 析 是 指 分 析 比 较 芯片 各 点 或 芯片 间 的 数据 。 由 于 直接 比较 多 个 芯片 表达 的 结果 是 
比较 困难 的 ,但 必须 减少 或 消除 各 个 芯片 实验 之 问 的 差异 。 

标准 化 处 理 (Aray Nommalizing) 的 必要 性 是 由 于 样本 存在 差异 、. 欧 光标 记 效 率 和 检 出 率 的 
不 平衡 , 需 对 Cy3 和 Cy5 的 原始 提取 信号 进行 均衡 和 修正 才能 进一步 分 析 实 验 数据 ,标准 化 处 
理 下 是 基于 此 种 目的 。 芯 片 数据 标准 化 处 理 的 方法 有 多 种 ,常用 的 有 两 种 :中 一 般 是 先 确立 - 
组 内 参照 (如 一 组 看 家 基因 ) ,通过 内 参照 来 校正 生物 芯片 上 所 有 的 样品 点 阵 ,包括 阴性 点 , 间 
性 点 。 水 交 时 将 一 定量 的 与 共 下 补 的 荧光 标记 探 针 混合 到 杂交 液 中 ,这 样 就 可 以 将 对 照 信号 
与 各 样 点 信号 比较 ,该 比值 便 可 消除 各 实验 点 间 的 差异 ,从 而 达到 归 一 化 的 目的 。 在 许多 分 析 
步 召 中 ,可 以 通过 标准 化 来 源 于 每 一 点 阵 中 的 数据 来 优化 比较 。 有 一 个 标准 化 方法 , 它 的 前 提 

是 点 阵 中 的 大 多 数 基因 都 相同 地 表达 。 因 此 宇 给 定点 阵 中 每 个 特征 的 算术 平均 比值 就 等 于 

1, 这 个 值 就 是 标准 化 因子 。 加 男 一 个 方法 是 选择 个 位 于 图 像 上 的 特征 设置 作为 控制 特征 。 
所 有 的 底 物 在 不 同 的 条 件 下 表达 水 平 都 有 变化 ,所 以 标准 化 控制 特征 选择 的 依据 是 在 点 阵 中 
使 用 的 实验 条 件 的 .一 致 行为 ,而 不 是 以 前 在 其 他 分 子 生物 技术 中 作为 "看 家 基因 "的 使 用 。 通 
过 芯片 各 点 数据 的 分 析 比 较 或 芯片 闻 的 数据 比较 来 实现 芯片 数据 的 分 析 , 例 如 将 各 点 光 密度 
值 或 比值 除 以 所 有 点 的 平均 值 ;或 附带 一 些 参 数 如 平均 值 等 以 作为 该 芯片 的 内 部 对 照 。DNA 
芯片 能 同时 平行 分 析 大 量 的 信息 ,包括 SNPs、 可 表达 序列 标志 (ESTs) 和 基因 克隆 ,其 他 有 关 细 
胞 的 基因 表达 等 。 

除了 上 面 的 标准 化 方法 外 ,为 比较 多 个 芯片 的 数据 ,还 应 严格 控制 每 次 的 实验 条 件 , 如 驳 
DNA 标记 的 程序 , 菊 光 激发 和 发 射 的 效率 、 测 定 的 条 件 等 ,使 实验 在 相同 的 环境 和 条 件 下 进 
行 。 


FO) 芯片 数 据 的 Ratio 分 析 

Ratio 分 析 是 指点 阵 中 每 个 点 Cy3 的 荧光 强度 与 Cy5 的 荧光 强度 的 比值 ,又 称 R/G 值 。 
对 于 基 因 必 片 而 言 , 一 般 0.5 ~ 2.0 范围 内 的 基因 不 存在 显著 下 达 差 异 , 该 范围 之 外 则 认为 基 
因 的 表达 出 现 显 著 改 变 。 由 于 实验 条 件 的 不 同 ,此 域 值 范围 会 根据 可 信 区 间 有 所 调整 。 处 理 
后 的 信息 再 以 一 种 最 简单 .最 直接 ,最 直观 的 分 析 方法 来 表示 。 通 常用 散 点 图 (二 维 或 三 维 )、 
HWE PE .原始 图 像 拼 图 等 。 将 每 个 点 的 所 有 相关 信息 如 位 标 、 基 因 名 称 、 克 隆 号 PCR 结 
果 .信号 强度 Ratio 值 等 自动 关联 并 根据 需要 筛选 数据 。 每 个 点 的 原始 图 像 另 存 文件 ,可 根据 
需要 任意 排序 ,得 到 原始 图 像 的 拼图 ,对 于 结果 分 析 十 分 有 利 。 
五 } 芯 片 数 据 的 统计 分 析 
日 前 常用 聚 类 分 析 , 这 是 一 种 在 事物 面孔 尚 不 清楚 的 情况 下 研究 生物 的 分 类 方法 。 它 直 
接 比较 样本 中 各 指标 之 间 的 性 质 ,将 性 质 相 近 的 归 为 一 类 ,性 质 差别 较 大 的 归 在 另 -类 。 可 帮 
助 研究 人 员 发 现 新 的 基因 .新 的 DNA 序列 ,基因 的 突变 位 点 等 。 聚 类 分 析 根据 聚 类 指标 或 计 
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算 机 方法 的 不 同 又 可 分 为 许多 种 方法 。 其 中 二 向 衰 类 分 析 Chierarchical cluster analysis) 适 合 高 


度 组 织 化 的 基因 表达 数据 ,参见 彩 
(六 } 蓝 片 的 生物 学 分 析 
根据 视图 


图 


3。 


分 析 和 统计 分 析 的 结果 ,结合 生物 学 知识 对 实验 结果 作出 相关 判断 。 例 如 时 间 


过 程 分 析 , 是 采用 较 多 的 一 种 分 析 方法 ,可 以 得 到 不 同 发 育 时 期 的 基因 表达 、 用 药 前 后 基因 表 


达 的 变化 等 有 用 的 资料 。 


(七 )GenePix Pro $A ARRAN HE Axon Inc.) 


GenePix Pro 的 使 用 者 不 需要 了 解 
控制 GenePix fai 


GencPix Pro 被 用 来 


图 


像 处 理 详细 过 程 就 可 以 获得 和 分 析 点 阵 的 图 像 。 尽 管 
措 仪 ,但 是 也 可 以 使 用 该 软件 作为 纯粹 的 分 析 平台 。 如 果 要 


达到 上 述 目的 , 则 必须 用 16 字 节 的 TIFF(tagged image file fommat) 格 式 输 人 点 阵 图 像 , 才 有 可 能 


对 输入 的 芯片 扫描 图 像 进行 分 析 。 


GenePix Pm 的 主要 参数 如 下 : 
70 mmo 
在 讨论 图 像 分 析 之 前 ,需要 一 


四 波长 (可 选 ) 同 步 扫描 , 扩 


些 定义 在 GenePix Pro % H 


描 精 度 5 pm, A 


描 范 围 20 mm x 


现 的 一 些 基 本 术语 。 在 GenePix 


Pm 中 ,芯片 点 阵 中 的 每 一 个 单独 的 点 称 为 特征 点 ,特征 点 外 


括 特征 点 即 为 特征 
内 的 所 有 特征 指示 物 或 所 有 点 ， 
取决 于 在 玻 片 上 点 阵 的 排 布 方式 。 

在 GenePix 


均 有 一 环 状 指示 物 ,能 够 完全 包 


指示 物 ,特征 指示 物 是 GenePix Pro 中 分 析 的 基本 单位 。 
区 域 指 的 就 是 这 个 范围 。 在 一 个 点 阵 中 ,可 有 多 少 个 


区 域 包括 了 一 定 范 
区 域 ， 


Pro 中 要 使 点 阵 分 析 全 自动 化 成 为 可 能 ,可 以 使 用 点 阵列 表 生 成 器 来 组 建 一 个 


点 阵列 表 (CAL) 文 档 ,GenePix Pro 通过 使 用 GAL 文件 组 建 各 区 域 的 点 阵 模式 与 实际 芯片 上 各 


区 域 的 点 阵 相符 ,并 县 可 以 调整 各 


名 。 分 析 过 程 中 关键 之 处 在 于 每 个 点 的 识别 过 程 的 得 以 进行 , 即 


区 域 的 尺寸 大 小 以 及 位 置 以 适应 打印 ,以 及 给 各 个 特征 


点 命 
区 域 中 每 个 点 所 代表 含义 的 


保留 ,因此 当 实 验 人 员 知道 点 阵 中 每 个 点 所 代表 的 IDs 身份 和 分 子 生物 学 数据 库 的 GI 号 码 时 
就 可 以 使 用 GAL 文档 进行 导入 ,便于 以 后 的 数据 分 析 。 
许多 商业 化 的 点 阵 仪 都 自动 生成 GAL 文 悄 ,CenePix Pro 可 以 使 用 装载 点 阵列 表 的 命令 直 


接 向 其 中 装载 GAL 文档。 


如 果 扫描 的 DNA 芯片 有 条 形 码 , CenePix Pro 可 以 自动 地 从 前 面 的 扫描 和 保存 


图 


像 读 取 条 


形 码 符号 。 拉 长 的 条 形 码 符号 在 GenePix Pro 窗 中 口 底部 的 “B" 区 报告 出 来 ,在 结果 文档 的 头 


部 输出 。 另 外 也 可 以 用 条 形 码 符号 作 图 像 的 文档 名 。 

GenePix Pro 读 取 4 种 最 普通 的 条 形 码 , 妈 39 码 ,128 码 12 of 5 码 和 条 形 码 。 这 4 种 码 的 特 
征 如 下 表 15 -2: 

表 二 -2 四 种 条 形 码 特征 

条 形 码 类 型 数值 ofl THRA 紧缩 人 
39 码 0~9 A-Z, 5# —8%+/ 不 限 
“128 所 有 ASC ff 
I2ofs 码 0~9 N/A MA 不 限 
REN 0~9 N/A - 1/4 8 不 限 
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如 果 你 知道 你 的 条 形 码 的 类 型 ,你 就 可 以 设置 条 形 码 选项 使 之 符合 你 的 需要 ,这 就 加 速 了 
选择 的 进程 。 打 开 选 项 /工作 ,接着 单 击 条 形 码 按钮 即 可 。 

1 .图像 显示 。CenePix 扫描 仪 采用 是 双 激 光 同 步 扫描 系统 , 它 可 以 克服 多 次 扫描 带 来 的 二 
维 平 台 移动 的 重复 性 不 好 所 带 来 的 误差。 在 短 时 间 内 产生 一 个 预 扫描 伪 彩 图 像 。 这 个 伪 彩 图 
像 分 辩 率 较 低 ,也 不 能 够 用 于 图 像 的 分 析 。 在 预 扫 描 伪 彩 图 的 基础 上 ,实验 人 员 可 以 选取 感 兴 
趣 的 区 域 ,针对 这 个 区 域 进行 精细 扫描 。 精 细 扫 描 得 到 的 图 像 分 辨 率 较 高 ,并且 可 以 用 于 进 一 
步 进 行 芯片 信号 的 分 析 处 理 。 伪 彩 图 像 的 给 出 以 比值 为 基础 。 

在 GenePix Pro 中 每 一 原始 波长 图 像 比如 绿 光 532 nm 或 红 光 635 nm 图 像 ,都 是 以 16 字 节 
形式 收集 的 ,GenePix Pro 比值 图 像 是 标准 的 24 字 节 组 成 的 RGB(red - green -blue) 图 像 。 

当 用 两 种 颜色 模式 来 设置 错 差 红 - 绿 显 示 方 案 和 错 差 比值 公式 时 ,来 自 532 mm 激光 的 图 
像 放置 在 绿色 道 ,来 自 635 nm 激光 的 图 像 放 置 在 红色 道 。 蓝 道 设置 为 0。 每 种 RGB 图 像 的 色 
道 都 仅仅 是 由 8 个 字 节 的 图 像 组 成 的 。 为 了 仅仅 达到 展示 图 像 的 有 的 ,每 一 波长 图 像 必需 减 
少 到 8 个 字 节 以 便 显 示 24 字 节 组 成 型 的 RGB 重 杰 图 像 。 有 两 种 选择 来 减少 每 个 床 型 波长 图 
像 到 8 个 字 节 : 一 是 把 16 字 节 压缩 成 8 字 节 ,二 是 选择 16 字 节 中 的 8 字 节 。GenePix Pro 通过 
使 用 颜色 菜单 中 的 命令 来 提供 这 两 种 能 力 。 

为 了 把 16 字 节 压 缩 成 8 字 节 ,软件 使 用 一 个 平方 根 转化 ,图 像 强度 的 平方 根 通 过 计算 机 
处 理 显示 出 来 。 使 16 字 节 有 效 地 转化 为 8 字 节 。 为 了 选择 16 字 节 中 的 8 字 节 ,CenePix Pro 可 
以 识别 8 字 节 并 保存 它 。 那 些 被 用 来 显示 比值 图 像 强度 范围 的 选项 的 效果 归纳 在 下 表 15-3 
中 。 


表 15-3 比值 处 理 方法 及 图 像 强度 范围 


比 信 处 理 方法 图 像 强度 范围 
平方 根 转换 0~ 65 535 
PRE 256 ~ 65 535 
PIR RE 16 ~4 095 
AREE AL 0~ 255 


比值 处 理 方法 仅仅 影响 比值 的 显示 。 它 对 原始 波长 图 像 没 有 什么 影响 ,对 显示 在 结果 列 
表 中 的 比值 数据 的 计算 机 处 理 也 没有 什么 影响 。 下 面 这 个 例子 就 是 比值 处 理 的 最 好 证 明 。 假 
如 有 一 个 像素 , 绿 光 值 是 1 500, 红 光 值 是 3 000, 如 果 你 的 处 理 比 值 为 红 光 值 比 绿 光 值 ,那么 比 
值 为 2。 如 果 你 用 的 是 平方 根 转换 方法 ,你 可 以 显示 从 0 到 65 535 的 所 有 像素 。 这 样 值得 讨 
论 的 是 红色 像素 ,这 因为 红 光 对 RGB 图 像 强度 的 贡献 是 绿 光 的 2 倍 。 

然而 当 你 选用 “ 低 强度 阔 值 "时 ,最 大 像素 就 为 255 ,在 这 种 情况 下 由 于 每 个 像素 都 被 当 作 
是 225, 所 以 红 光 和 绿 光 对 RGB 图 像 的 贡献 就 相同 了 。 结 果 就 是 一 个 黄 光 的 比值 显示 ,因为 它 
符合 比值 为 1(225/225)。 

生物 信息 通过 比值 图 像 传递 的 特征 点 的 颜色 以 及 荧光 强度 表达 出 来 ,比值 图 像 典 型 地 代 
表 了 同 底 物 相 联系 的 菊 光 水 平 。 假 设 参照 底 物 标 记 为 Cy3( 它 是 被 波长 532 nm 的 绿 光 激发 
的 ) ,检测 底 物 标 记 为 Cy5( 它 是 被 波长 635 mm 的 红 光 激发 的 ) ,两 个 底 物 是 混合 的 而 且 同 载 玻 
片上 所 点 样品 相 结合 。 在 所 获得 的 比值 图 像 中 , 红 点 表明 检测 底 物 的 特征 值 比 参照 底 物 的 特 
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征 值 要 丰富, 这 表明 检测 底 物 的 活性 比 参照 底 物 的 要 高 。 绿 点 表明 检测 底 物 比 参 照 底 物 的 活 
性 要 低 , 黄 点 表明 几乎 没有 差异 。 

为 了 准确 量化 活性 的 变化 ,必需 从 比 信 图 像 中 提取 给 定 特征 点 的 强度 ,而 且 在 计算 机 处 理 
最 终 比 值 前 必须 精练 这 些 数据 。 另 外 其 他 几 个 参数 也 需要 测定 以 便 评价 给 定 特征 数据 的 质 
E. 


2. 背 景 消减 。 首 先是 计算 背景 强度 ,为 了 减少 比如 载 玻 片 自发 荧光 的 非特 异 荧光 效应 或 
者 同 参 照 及 检验 底 物 的 非特 异 结合 效应 ,GenePix Pro 提供 了 岂 种 背景 消减 方法 ,使 得 在 一 些 比 
值 计 算 之 前 背景 强度 已 从 特征 强度 消减 了 。 除 了 计算 背景 强度 外 ,GenePix Pro 还 可 报告 那些 
超过 背景 相关 阔 值 的 像素 的 百分数 :如 比 背 景 标准 偏差 大 1, 大 2 RR. RA 
相关 的 信 在 评价 数据 的 质量 时 是 有 用 的 。 在 局 部 背景 消减 方法 中 ,对 每 一 特征 指示 物 的 不 同 
背景 是 要 计算 的 ,而 且 还 要 报告 出 背景 像素 强度 的 平均 值 , 中 间 信 和 标准 差 。 对 于 需要 背景 消 
减 的 所 有 比值 计算 来 说 ,中 间 背 景 值 是 有 用 的 。 哪 些 像素 用 来 计算 局 部 背景 呢 ? 首先 是 特征 
指示 物 中央 的 环 状 区 ,这 个 区 域 的 直径 是 特征 指示 物 直径 的 3 倍 。 这 个 区 域 的 所 有 像素 都 用 
来 计算 背景 ,但 有 下 列 情况 之 一 则 会 造成 结果 存在 偏差 。 被 计算 的 像素 的 残留 部 分 位 于 邻 
近 的 特征 指示 物 中 ;人 @@ 被 计算 的 像素 没有 完全 位 于 特征 指示 物 局 围 的 两 个 像素 大 小 的 环 内 ;号 
像素 位 于 荧光 强度 较 高 的 特征 指示 物 内 。 同 时 CenePix Pro 也 提供 了 几 种 球面 背景 消减 方法 。 
在 一 个 球面 方法 中 ,单个 背景 值 用 于 每 一 波长 的 整个 点 阵 中 。 上 面 局 部 方法 中 已 解释 过 ,球面 
背景 值 是 基于 局 部 背景 区 域 。 例 如 , 当 计算 一 个 所 有 特征 背景 中 间 值 的 平均 值 时 ,平均 值 来 自 
所 有 局 部 中 间 背 景 值 。 

在 一 定 的 区 域 排列 和 背景 说 值 情况 下 ,一 个 特征 点 如 果 具 有 如 下 情况 之 一 , 则 显示 “ 找 不 
到 ”: 中 特征 点 所 完全 包含 的 像素 数 少 于 6 个 ;@ 特 征 点 直径 大 于 3 倍 的 特征 指示 物 直径 ,或 引 
起 同 邻近 特征 点 重合 ; 国 特 征 点 直径 位 于 选项 /分 析 设 置 的 界限 外 ; 轩 特 征 点 处 于 一 个 同 邻近 
特征 点 重 琶 的 位 置 。 

如 果 检 测 过 程 中 ,在 特征 指示 物 中 的 点 大 于 原先 的 特征 点 ,那么 可 能 是 由 于 极端 背景 的 变 
化 , 即 明 背 景 像 素 可 能 包括 特征 像素 。 为 了 避免 这 些 ,应 尝试 增加 分 析 表格 的 选项 对 话 框 中 复 
合 像 素 的 强度 值 ,使 它 比邻 近 最 明亮 的 背景 像素 稍微 亮 些 , 以 避免 软件 在 背 最 消减 和 标准 化 过 
程 中 将 特征 像素 作为 背景 像素 处 理 , 有 利于 后 来 的 量化 比较 分 析 。 

3. HARSMIE. GenePix Pro 计算 大 量 的 不 同比 值 ,每 一 比值 都 相当 提供 一 个 对 原始 数据 的 
评价 与 检验 。 这 些 比值 可 以 分 成 三 个 不 同 的 类 别 : 即 比值 来 源 于 总 特征 值 , 即 总 特征 值 的 以 像 
素 密度 为 单位 的 算术 平均 值 与 几何 平均 值 ,例如 算术 平均 值 的 比值 ,几何 平均 值 的 比值 等 ; 比 
值 来 源 于 像素 强度 比 什 的 如 衰退 值 比值 , 比 信和 的 算术 平均 值 等 ;比值 来 源 于 优化 因素 的 如 几何 
平均 值 的 总 和 分 析 , 比 值 的 对 数 分 析 等 。 所 有 的 比值 和 导出 的 数值 均 消除 了 背景 的 影响 , 减 去 
了 背景 值 的 几何 平均 值 。 
4 .数据 标准 化 。 从 不 同 的 点 阵 进行 实验 比较 数据 并 非 易 事 。 在 许多 步骤 中 一 些 能 够 产生 
点 阵 图 像 的 微小 变化 都 下 以 引起 点 阵 间 难 以 比较 的 问题 。 变 化 可 能 是 由 于 标记 效率 不 同 ,不 
同 染料 的 化 学 特性 不 同 ,针尖 、 臻 片 .扫描 设置 等 的 不 同 而 引起 的 。 这 些 变化 因素 中 的 一 些 可 
以 被 标准 化 校正 ,但 还 没有 一 种 合适 的 标准 化 方法 可 以 校正 所 有 的 变化 类 型 。 通 常 实验 技术 
人 员 会 通过 选择 在 特定 实验 中 应 当 了 解 的 、 能 够 预知 错误 源 的 或 知道 实验 特性 的 标准 化 方法 
来 进行 数据 的 标准 化 处 理工 作 。 一 般 的 标准 化 处 理 依赖 于 实验 技术 人 员 的 经 验 ,例如 ,有 经 验 
的 实验 人 员 能 够 通过 修正 染料 标记 的 差异 来 检验 通道 平衡 。 
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图 15-19 
PM(perfect match) 与 PM 一 MM( perfect match mismatch) 法 比率 值 之 间 的 比较 。 图 中 给 出 的 仅 为 用 PM - MM 法 得 出 的 P 值 
小 于 指标 值 的 那些 基因 的 点 ,其 中 最 亮 的 红 点 为 最 小 的 P 值 ( 约 10~6) ,而 黑 点 代表 P 值 为 1( 左 上 图 ) 或 0.01( 右 下 图 )。 


在 一 个 实验 步骤 中 ,点 阵 间 变 化 的 主要 来 源 之 一 就 是 没有 正确 设置 PMT 值 ,因此 在 一 个 
通道 中 获得 的 全 部 信号 同 其 他 道中 获得 的 全 部 信号 就 显著 地 不 同 ,在 这 种 情况 下 比值 就 会 产 
生 偏差 。 为 了 减少 这 种 情况 ,必需 使 用 初 扫描 来 调整 PMT, 以 便 它们 在 所 有 通道 中 产生 相同 的 
反应 。( 图 15- 20) 


标准 化 之 前 的 双色 扫描 柱状 图 标准 化 之 后 的 双色 扫描 柱状 图 


图 15-20 此 图 显示 近似 于 真实 样本 的 假设 例 ( 以 log 值 显示 ) 
标准 化 前 ,计算 此 区 域 的 Ratio 为 1.12, 标 准 化 后 为 1.0。 标 准 化 前 ,曲线 明显 分 开 ,标准 化 后 ,曲线 大 体 一 至 


GenePix Pro 提供 了 两 种 数据 标准 化 的 方法 ,一 个 标准 化 方法 的 前 提 是 点 阵 中 的 大 多 数 基 

因 都 相同 地 表达 。 因 此 在 给 定点 阵 中 每 个 特征 的 算术 平均 比值 就 等 于 1。 这 个 值 就 是 标准 化 

因子 ,通过 这 个 标准 化 因子 进行 矫正 。 另 一 个 方法 是 设置 一 个 位 于 图 像 上 的 特征 点 作为 控制 

特征 。 由 于 所 有 的 底 物 在 不 同 的 条 件 下 表达 水 平 都 有 变化 ,所 以 标准 化 控制 特征 选择 的 依据 

是 在 点 阵 中 使 用 的 实验 条 件 行为 是 一 致 的 ,而 不 是 以 前 的 “看 家 基因 ”的 方法 。 举 个 例子 说 , 控 
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制 点 可 能 是 每 一 个 点 希望 得 到 一 个 为 1 的 比值 ,因此 控制 特征 的 平均 值 为 1。 假 设 点 阵 中 的 
变化 是 相同 的 ,单个 标准 因子 就 可 以 从 这 些 特征 中 计算 出 来 并 应 用 于 整个 点 阵 。 

选 好 了 一 个 标准 化 方法 ,必须 应 用 于 软件 分 析 中 去 。GenePix Pro 应 用 一 个 球面 标准 化 方 
法 。 这 个 方法 中 图 像 和 结果 都 是 标准 地 结合 在 一 起 。 如 果 当 前 结果 不 是 来 源 于 当前 图 像 , 那 
么 结果 数据 只 是 单独 地 标准 化 ,你 可 以 通过 去 掉 标 准 化 了 的 而 回 到 原来 的 图 像 。 由 于 比值 不 
是 常规 地 给 出 ,GenePix Pro 在 标准 化 时 首先 采用 每 个 比值 的 对 数值 ,比值 小 0.1 或 大 于 10 的 
排出 在 计算 之 外 。 四 颜色 的 标准 化 是 通过 比值 与 比值 间 的 比值 而 进行 的 。 例 如 ,如 果 选 择 要 
标准 化 ,那么 中 间 值 比值 的 平均 值 就 设置 为 1。 在 选项 /分 析 / 比 值 公式 对 话 框 中 定义 的 中 间 
数据 的 比值 都 应 单独 地 标准 化 。 

在 GenePix Pro 中 没有 系统 聚 类 分 析 等 聚 类 分 析 的 功能 ,而 只 是 给 出 了 散 点 图 (scatterplot) 
分 析 的 功能 , 散 点 图 只 是 对 分 析 结 果 给 出 一 个 评价 。 


(a) 


AA) 
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图 15-21 散 点 图 分 位 数 - 分 位 数 (QQ) 点 
(a) 显 示 微 分 校准 增加 水 平 的 典型 向 点 图 及 2 个 响声 套 (红线 ); 有 三 个 不 同 条 件 :A、B\C,AA 为 A 的 加 倍 。 
《b)LRXa( 访 相关 联 的 QQ 点 。 显 示 取 自 12 个 MullKeabA 芯片 中 4 个 的 数据 


5. 分 析 报告 的 给 出 。GenePix Pro 能 够 以 多 种 格式 给 出 分 析 结果 报告 ,首先 结果 数据 被 保 
存 为 * .gpr 文 件 ,该 文件 可 以 被 转换 成 文本 文件 ( * .txt) 和 excel 表格 文件 。 扫 描 图 像 可 以 以 
* .tifr 格 式 直接 给 出 ,也 可 以 转换 为 * .jpg 图 形 格式 给 出 。 

( 马 先 勇 王 KR RH 李 tt 
LH EUR 刘 强 陆 红 兵 
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内 容 提 要 

激光 共聚 扫描 技术 是 近 20 年 来 发 展 起 来 的 一 种 具有 特殊 检测 功能 的 技术 ;把 该 技术 
应 用 到 微 阵列 探测 上 ， 结 合 激 光 、 显 微 镜 和 计算 栅 ， 建立 一 套 新 型 、 高 精 显 微 扫 描 系 统 。 该 
系统 利用 激光 点 光源 有 效 地 排除 焦点 以 外 的 荧光 干扰 ,有 利于 对 样本 深层 结构 的 探测 , 实 
现 高 分 关 率 的 二 维 光学 断层 成 像 。 微 阵列 探测 结合 共聚 焦 技 术 ; 具 有 成 像 分 辨 率 高 \ 能 层 
析 担 描 , 能 观察 样品 的 三 维 图 像 等 优点 ,是 生物 、 医 学 研究 贪 堪 的 一 种 强 有 力 的 仪器 ,已 在 
生物 学 领域 得 到 了 广泛 的 应 用 。 随 着 技术 的 发 展 ,它们 的 发 展 及 其 应 用 有 着 广阔 的 前 景 5 


2000 年 6 月 26 日 ,美英 , 德 法 \ 日 ,中 6 国 科学 家 同时 向 全 世界 公布 ,人 类 基因 组 工作 草 
图 绘制 完毕 ,使 原本 计划 于 2005 年 完成 的 人 类 基因 组 计划 奇迹 般 地 提前 5 年 完成 。 这 也 意味 
者 生命 科学 研究 将 从 以 结构 基因 测序 为 主 的 “结构 基因 组 学 "时 代 进 入 以 破译 、 识 别 、 解 读 、 开 
发 基因 组 功能 为 主 的 “功能 基因 组 学 "时 代 , 也 即 后 基因 时 代 。 同 时 以 作 图 为 基础 的 基因 分 离 
将 转向 以 序列 为 基础 的 基因 分 离 ;从 研究 疾病 的 起 因 向 探索 发 病 机 理 转移 ;从 疾病 诊断 向 疾病 
易 感 性 研究 转移 。 因 此 许多 国家 已 开始 考虑 在 后 基因 组 时 期 ,是 否 能 找到 有 效 的 硬 体 技术 来 
对 如 此 庞大 的 DNA 信息 加 以 利用 。 例 如 ,美国 国立 卫生 研究 院 、 能 源 部 、 国 防 部 等 机 构 已 拔 出 
了 巨额 专款 ,鼓励 学 术 界 和 商业 界 对 这 方面 的 技术 进行 开发 。 面 对 分 析 人 类 基因 组 10 万 个 基 
因 的 复杂 表达 方式 \ 确 定 细胞 生命 中 错综复杂 的 调节 表达 信号 的 艰巨 任务 ,传统 的 一 次 只 能 研 
究 少量 基因 的 方法 已 明显 不 足 , 因 此 就 催生 了 一 种 新 的 \ 革 命 性 的 技术 一 一 微 阵列 技术 (Mi- 
croarray technology) o 

微 阵列 技术 主要 是 指 由 成 千 上 万 个 DNA 样品 或 赛 核 背 酸 ,密集 排列 于 硅 片 、 玻 片 \ 聚 丙烯 
或 尼龙 膜 等 固 相 支持 物 上 ,再 与 模板 在 严格 条 件 下 进行 杂交 ,最 后 通过 特定 的 仪器 ,如 激光 共 
聚焦 扫描 或 CCD( Charge Coupled Device) 等 设备 获取 图 像 信息 ,通过 计算 机 分 析 处 理 获得 微 阵 
列 信息 的 技术 集合 。 微 阵列 又 常 称 为 微 排列 、 微 点 阵 或 生物 芯片 (biochip) ,目前 新 兴 的 DNA 
芯片 (DNA chip) 即 是 微 阵列 中 最 主要 的 一 种 ,通常 微 阵 列 与 DNA 芯片 两 者 的 名 词 常 混用 。 

微 阵列 (microarray) 根 据 存 储 生物 信息 的 类 型 ,分 为 组 织 微 阵列 (tissue microarray) , BAE 
酸 阵 列 (oligonucleotide microarray, 又 称 DNA 微 阵列 或 DNA 芯片 ) 和 cDNA PAREZI (cDNA microar- 
ray, 又 称 cDNA 芯片 ) 等 。 
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组 织 微 阵列 是 大 晤 组 织 样本 高 密度 排列 而 成 。 先 在 石蜡 抉 上 打出 间距 0.1 mm、 直 径 
0.6 mm 的 孔 , 用 针 得 到 直径 0.6 mm 的 组 织 块 ,再 挤 压 到 石 螨 孔 里 面 ,然后 切 出 5 ~ 8 jm 的 切 块 
贴 到 玻璃 片上 ,经 处 理 后 用 已 知 染 料 进行 双色 荧光 原 位 杂交 。Lukas Bubendorf 等 将 371 例 前 列 
腺 原 位 癌 、 复 发 癌 和 转移 癌 样 本 制 成 组 织 微 阵列 ,用 荧光 原 位 杂交 监测 5 个 基因 的 扩 增 情况 。 
结果 显示 组 织 微 阵列 技术 是 大 量 样本 检测 肿瘤 进展 各 期 分 子 变化 的 强大 工具 。 

赛 核 童 酸 阵 列 用 照相 平版 印刷 术 (phololothograpbhy) 和 固 相合 成 术 结 合 在 载 玻 片上 生成 窟 
KEREJ. H Fodor 首先 在 1991 年 报道 。 该 技术 是 先 在 玻璃 上 涂 上 光敏 化 学 材料 , 益 上 哩 ， 
根据 所 要 合成 的 碱 基 序 列 来 决定 单 的 透 光 位 点 。 核 苷 酸 的 5 末端 修饰 以 光 不 稳定 的 保护 基 
团 ,该 基 团 经 光照 而 去 保护 ,与 下 一 个 核 童 酸 结合 。 如 此 重复 直至 获得 所 需 核 昔 酸 长 度 。 每 一 
层 各 点 的 AT.C.G RE BEARER RES 4 个 不 同 透 光 位 点 的 唱和 AT\ CC 分 别 
冲洗 一 次 。 通 过 4 x mn 次 步骤 可 合成 含有 n 个 核 背 酸 的 赛 核 背 酸 阵 。 其 主要 的 特点 是 可 按 需 
要 设计 一 定 序列 的 寡 核 苷 酸 阵 链 。 美 国 的 A 的 mehix 公司 已 能 生产 40 HAERERE 
1.6 em 的 芯片 。 

cDNA 微 阵列 最 先 由 Schena 开发 出 , 它 将 特定 的 或 文库 的 cDNA 经 PCR 技术 扩 增 后 ,用 机 
械 手 点 到 载 怠 片上 。 美 国 Synteni 公司 的 cDNA 微 阵列 已 达到 1 000cDNA/3.6 om。 

微 阵列 自 1995 年 在 Science 报道 后 被 认为 是 该 年 度 Science 上 发 表 的 最 有 影响 的 文章 之 

一 。 微 阵列 是 新 出 现 的 分 子 生物 学 技术 、 是 本 世纪 重要 的 科学 进展 , 它 能 够 高 效率 、 大 规模 地 
获取 相关 生物 信息 ,是 现代 生物 技术 、 微 电子 技术 .机 械 制造 技术 、 计 算 机 技术 的 结合 。 其 对 科 
学 的 深远 影响 将 远 胜 过 DNA 测序 和 PCR 等 ,使 人 们 更 大 规模 地 获取 生物 信息 ,使 人 类 “功能 基 
halen "早日 实现 。 

物 芯 片 技术 成 为 人 们 有 效 大 规模 获取 生物 信息 的 有 效 手段 ,芯片 扫描 仪 是 生物 芯片 能 
asi EMN 的 关键 仪器 , 它 是 利用 激光 照明 生物 芯片 激发 荧光 ,并 用 探测 器 探测 获 光 强 
度 ,以 获取 生物 芯片 信息 。 生 物 芯片 扫描 仪 主要 有 使 用 光电 倍增 管 探 测 器 的 激光 扫描 仪 和 
CCD 扫描 仪 。 而 把 共聚 焦 扫描 技术 应 用 微 阵列 上 ,不 仅 能 发 挥 共 聚焦 扫描 光学 检测 的 众多 优 
点 ,而 且 开创 了 微 阵列 探测 的 新 方法 ,为 人 们 系统 全面 的 探索 基因 功能 提供 了 一 种 有 力 工具 。 

激光 共聚 焦 扫 描 技 术 是 一 项 新 技术 ,是 经 过 几 十 年 的 不 断 改 进 才 逐 渐 发 展 起 来 的 。1957 
年 ,Marvin Minsky 在 其 美国 专利 上 首次 阐明 了 共聚 焦 扫 描 技 术 的 基本 原理 。 因 当时 没有 合适 
的 光源 ,Minsky 的 仪器 产生 的 图 像 质量 不 太 好 ,因此 没有 引起 人 们 对 共聚 焦 显 微 的 兴趣 。 十 年 
后 ,Egger 和 Patran 第 一 次 成 功 地 用 共聚 焦 显 微 镜 产生 了 一 个 光学 模 截 面 ,他 们 所 用 的 共聚 焦 
显微镜 的 核心 是 Nipkon 盘 , 此 盘 位 于 光源 和 针 孔 之 后 ,并 且 从 盘 射 出 的 光束 以 连续 的 光 点 在 
盘旋 转 时 照 在 物体 上 。 由 于 Nipkon 盘 在 设计 中 同样 受到 技术 不 完善 的 干扰 ,也 没有 获得 太 大 
成 功 。 随 着 计算 机 、 激 光 和 图 像 处 理 技术 的 飞速 发 展 ,在 1985 年 , Wijnaedts Van Resaint 第 一 次 
成 功 地 获得 了 用 荧光 探 针 标记 的 生物 材料 的 光学 截面 ,充分 证 明 共聚 焦 荧 光 显 微 镜 具有 按 弃 
离 焦 光线 ,获取 生物 样品 的 三 维 (3D) 数 据 的 能 力 , 发 表 了 第 一 篇 有 关 激 光 扫描 共聚 焦 显 微 锐 
在 生物 学 中 应 用 的 文章 。 在 随后 的 两 年 内 ,Oxfordshire 公司 ,也 就 是 现在 的 Bio- Rad 公司 生产 
出 第 一 台 商 业 的 激光 共聚 焦 扫 描 显 微 镜 。 随 后 Zeiss、Meridian 等 多 家 公司 相继 开发 出 各 种 型 
号 的 共聚 焦 显微镜 产品 。 目 前 ,激光 扫描 共聚 焦 显 微 技术 书 用 于 细胞 形态 定位 、 立 体 结构 重 
组 .动态 变化 过 程 等 研究 ,并 能 提供 定量 荧光 测定 .定量 图 像 分 析 等 实用 研究 手 眉 ,结合 合共 他 
相关 生物 技术 ,在 形态 学 、 生 理学 ,免疫 学 ,遗传 学 等 分 子 细胞 生物 学 领域 得 到 广泛 应 
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其 分 辩 力 很 高 。 共 聚焦 生物 芯片 扫描 仪 就 是 集 共 焦 原 理 ,高 速 扫描 技术 和 计算 机 图 像 处 理 技 
术 于 一 体 的 高 新 技术 光电 仪器 。 本 章 基于 此 展开 讨论 ,首先 介绍 微 阵列 的 相关 特性 及 与 荧光 
探测 相关 的 基本 知识 ;第 二 节 讲 述 微 阵列 样品 制备 ;第 三 节 介绍 共 紊 扫描 原理 及 共聚 焦 打 找 技 
术 的 优点 ;第 四 节 探讨 共 到 焦 扫 拱 仪 的 设计 和 关键 特性 ;最 后 一 节 将 介绍 一 种 商品 化 极 高 的 激 
光 共 聚焦 荧光 扫描 仪 装置 (SeanArraye 3 000/5 000) 的 性 能 及 特点 。 


第 一 节 微 阵列 技术 .荧光 及 荧光 探测 


所 有 微 阵列 上 的 荧光 须要 经 过 扫描 装置 来 分 析 其 上 的 荧光 强度 与 分 布 ,在 这 些 装置 中 , 激 
光 共 聚焦 扫描 仪 具有 优越 的 性 能 ,能 获取 高 质量 的 图 像 和 数据 ,显示 出 优良 的 性 能 。 在 介绍 共 
聚焦 微 阵 探测 之 前 ,我 们 先 介绍 与 扫描 设备 密切 相关 的 微 阵列 知识 和 荧光 知识 。 


一 、 微 阵列 探测 特征 


这 里 将 局 限于 与 荧光 探测 有 关 的 微 阵列 知识 。 微 阵列 就 是 许多 微小 DNA 或 其 他 生物 分 
子 整 齐 排列 在 固 相 表面 ,这 些 DNA 或 生物 分 子 与 荧光 分 子 结合 ,测定 荧光 强度 后 可 推测 知 结 
合 分 子 的 浓度 。 受 背景 荧光 限制 ,典型 的 荧光 动态 范围 大 致 在 400:1 ~ 4 000:1 之 间 。 固 相 载 
玻 片 通常 是 经 过 化 学 处 理 过 的 玻璃 ,经 常 做 成 25 mm x 75 mm 大 小 的 载 玻 片 。 

在 微 阵列 上 包 被 的 分 子 常常 能 与 多 种 荧光 探 针 通过 化 学 健 相 互 作用 而 联结 ,通常 情况 下 
能 联结 两 种 荧光 分 子 ,例如 在 检测 不 同样 品 的 基因 表达 区 别 时 ,可 将 其 中 一 种 样品 (如 正常 组 
织 ) 标 记 上 发 绿 光 的 将 光 分 子 ,而 将 另 一 种 样品 如 肿瘤 组 织 或 发 病 组 织 标记 上 另 一 种 发 红 光 的 
荧光 分 子 , 用 两 种 波长 的 激光 激发 微 阵列 上 的 样品 ,通过 比较 两 种 荧光 在 微 阵列 上 某 点 的 比例 
可 以 获知 某 基 因 在 两 种 组 织 中 的 差异 。 因 此 ,阵列 扫描 仪 通常 至 少 需要 两 种 不 同 的 探测 通道 。 

微 阵列 上 有 样品 组 成 的 点 阵 ,除了 样品 点 之 外 ,余下 的 是 背景 。 样 品 点 就 是 样品 ,而 背景 
就 是 点 阵 周 国 的 区 域 。 如 果 玻 璃 载 玻 片 未 经 表面 处 理 ,样品 在 玻 片 上 结合 不 牢固 , 且 容 易 扩 
散 ,造成 背景 高 。 若 经 过 化 学 处 理 后 ,样品 点 在 微 阵列 上 结合 牢固 ,样品 点 直径 小 ,不 扩散 ,从 
而 提高 样品 点 的 密度 。 在 进行 荧光 数据 分 析 时 ,仪器 将 样品 点 上 的 荧光 强度 与 样品 点 周 图 的 
背景 强度 相 比较 ,如 果 背 景 中 含有 与 荧光 波段 相 一 致 的 物质 , 则 背景 强度 增高 ,样品 的 荧光 信 
号 将 减弱 ,干扰 信号 的 读 取 。 

微 阵列 样品 点 的 直径 通常 在 25 ~ 500 pm 之 间 , 目 前 所 能 达到 的 多 数 DNA 微 阵列 样品 点 
的 直径 是 100 + 50 pum, 并且 朝 着 更 小 直径 的 趋势 发 展 。 因 为 样品 点 直径 的 变化 对 扫描 结果 的 
读 到 产生 影响 ,如 果 点 的 直径 大 ,荧光 分 子 扩散 的 范围 也 大 , 则 观察 到 的 荧光 强度 相对 较 弱 。 

车 微 阵列 载 玻 片上 有 灰尘 或 其 他 杂质 ,如 衣服 纤维 皮层 、 指 纹 等 都 将 影响 扫描 结果 。 各 
种 组 织物 质 能 发 荧光 , 微 阵列 灵敏 度 应 有 足够 高 的 灵敏 度 ,能 清楚 的 探测 到 空气 中 一 般 污 染 颗 
粒 , 如 衣服 纤维 \ 皮 肤 或 指甲 油 。 

“ 印 " 在 微 阵列 上 的 样品 点 干燥 后 会 形成 很 薄 的 层 ,通常 不 超过 10 pm。 如 此 薄 的 条 件 使 
得 共 育 焦 扫 措 成 为 可 能 。 精 心地 调整 扫描 仪 的 焦虑 ,可 避免 检测 出 不 需要 的 背景 杂质 ,包括 微 
阵列 上 的 灰尘 ` 私 璃 中 自 带 的 荧光 杂质 产生 的 干扰 信号 均 可 通过 激光 共 育 焦 的 方式 将 其 减少 
到 最 低 程度 。 因 为 杂交 因素 影响 ,在 微 阵列 上 样品 点 与 样品 点 之 间 的 菊 光 强度 差别 很 大 。 对 
微 阵列 扫 措 仪 的 要 求 要 能 够 有 较 宽 范围 的 灵敏 度 ,通常 来 说 ,灵敏 度 调整 范围 为 10 000:1。 
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列 扫描 相关 的 一 些 重要 荧光 概念 .知识 ,并 讨论 了 微 阵 列 探 针 选取 及 应 注意 事项 。 

1. 特定 光谱 。 荧 光 团 有 特定 的 吸收 光谱 和 发 射 光谱 ,荧光 团 吸 收 一 定 波长 的 光子 使 基态 
电子 跃迁 到 更 高 能 态 ,这 将 意味 着 它 具 有 发 射 荧光 的 潜能 。 当 受 激发 的 电子 回 到 基态 时 ,能量 
以 发 射 特定 波长 的 光子 而 释放 。 

2. 激发 光谱 。 激 发 光谱 的 绘制 过 程 是 ,在 单一 波长 下 ,变换 激发 波长 在 不 同 波长 下 测定 
荣光 强度 发 射 。 

3. 发 射 光 谱 。 发 射 荧光 曲线 的 绘制 过 程 则 是 在 最 长 激发 激发 波长 下 开始 增加 波长 ,测定 
不 同 波长 下 的 荧光 发 射 强度 。 

4. Stokes Shift。 染 料 或 荧光 团 被 激发 光照 射 时 就 会 发 射 荧 光 , 用 于 微 阵列 的 荧光 发 射 波长 
通常 比 激发 波长 要 长 ,荧光 团 发 射 光 谱 相对 激发 光谱 总 有 更 长 波长 的 偏 移 ,如 图 16 - 1。 这 种 
在 最 大 发 射 峰 和 最 大 吸收 峰 处 波长 的 差别 称 之 为 Stokes shif, 也 称 红 位 移 。 
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图 16-1 罗丹 明 绿 [Rhodamine Creen) 荧 光 光 谱 


5. 激发 态 寿 命 。 在 拓 暂 的 激发 态 寿命 期 间 , 激 发 态 的 电子 通常 向 更 低 的 振动 能 级 驰 琼 ， 
在 驰 列 过 程 中 能 量 的 损失 以 热 释放 出 。 当 电子 从 激发 态 跳 回 基 态 时 ,经 常 发 光 。 微 阵列 中 经 
常 使 用 的 荧光 团 ,基态 寿命 通常 仅 有 几 个 nso 
6. 量子 效率 。 莞 光 团 发 射 光子 的 概率 通常 用 菊 光 量子 效率 或 量子 效率 Q 来 刻画 ,其 定义 
如 下 : 


g 发 射 的 光子 数目 
吸收 的 光子 数 则 
量子 效率 在 0 和 100% 之 间 , 如 Rhodamine -6 - C 的 量子 效率 为 0.9。 实 际 中 ,量子 效率 Q 
通常 会 在 其 最 大 吸收 波长 处 列 出 来 ,来 衡量 其 发 光 能 力 的 大 小 。 
7. 荣光 团 浓度 。 当 激发 光波 长 与 强度 一 定时 ,荧光 团 所 发 射 的 光子 数 是 荧光 团 浓度 的 线 
性 函数 。 
8. 自身 吸收 。 当 荧光 团 浓度 非常 高 时 ,由 于 荧光 团 分 子 的 密度 非 当 高 ,激发 发 射 仅 在 样 
品 表面 发 生 ,或 发 射 的 荧光 再 次 被 其 他 荧光 团 分 子 吸收 ,此 时 信号 与 荧光 团 浓度 变 成 非 线性 关 
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系 。 

9. 激发 光 强 度 。 在 一 定 激发 范围 内 ,所 发 射 的 光子 数 会 随 激发 光 强 的 增加 而 增加 。 如 果 
激发 光 非 常 强 , 大 量 的 荧光 分 于 将 被 激发 到 激发 态 ,从 而 导致 光 漂白 。 

10. 环境 影响 。 荧 光 团 所 处 的 环境 会 影响 自身 的 量子 效率 、 激 发 光谱 和 发 射 光谱 。 温 度 、 
pH 值 离 子 浓度 或 溶剂 等 因素 都 可 能 造成 荧光 团 光谱 性 质 和 荧光 量 的 变化 。 

11. 光 漂 白 。 另 外 一 个 光 物 理 影响 是 光 漂白 , 它 破 坏 了 荧光 团 的 光 结 构 , 从 而 影响 数 料 的 
荧光 强度 ,这 是 因为 激发 态 比 基 态 更 容易 发 生化 学 反应 。 由 于 一 部 分 激发 态 分 子 参与 了 化 学 
反应 , 它 改 变 了 荧光 团 的 分 子 结构 ,产生 了 低 量 子 效率 或 不 发 光 的 分 子 。 这 种 反应 的 速率 依赖 
与 特定 荧光 团 对 漂白 的 灵敏 度 , 化 学 反应 环境 、 洪 发 光 强度 和 激发 光 驻 留 的 时 间 。 

12. 抗 衰 剂 。 氧 分 子 和 第 三 激发 态 的 染料 分 子 反应 经 常 导致 染料 漂白 ,为 减少 光 漂白 ,可 
使 用 抗 氧化 剂 的 共 基 两 氨 酸 或 亚 所 化物、 采取 无 氧 条 件 或 降低 人 射 光 等 来 实现 。 

三 、 荧 光 探 针 的 选择 

通常 探 针 的 选取 ,应 考虑 以 下 几 个 方 而 : 

1 .激发 波长 ,应 根据 实验 系统 所 附带 的 激光 器 波长 加 以 选择 。 

2. 发 射 波长 ,应 根据 所 拥有 的 滤 光 片 的 波段 来 选择 。 

3. 荧 光 探 针 的 光 稳 定性 和 漂白 竹 ;在 荧光 定量 和 动态 荧光 监测 时 ,要 选择 光 稳 定性 较 高 的 
菊 光 探 针 , 同 时 在 实验 时 减少 扫描 次 数 或 降低 激光 强度 ,来 减少 光 漂白 的 程度 。 

4 .荧光 的 定性 或 定量 。 定 性 研究 一 般 选 择 单 波长 激发 探 针 ;而 定量 研究 最 好 选择 双 波 长 
激发 的 比率 探 针 ,以 利于 制作 标准 曲线 。 

5$. 荧 光 探 针 的 特异 性 和 毒性 ,根据 实验 目的 , 尽 可 能 的 选择 毒性 小 ,特异 性 高 的 探 针 。 

6. 荧 光 探 针 适用 的 pH。 一 般 情 况 下 ,细胞 的 pH 处 于 生理 条 件 下 ,但 是 , 当 探 针 被 用 于 非 

生理 条 件 时 ,应 根据 pH 值 作出 相应 选择 ,同时 ,配制 溶液 时 也 应 该 注意 这 个 问题 。 
如 图 16-2 是 FTTC 激发 强度 曲线 ,TITC 是 微 阵列 探测 经 常用 到 的 荧光 探 针 。 从 图 中 可 
见 ,在 494 nm 处 有 一 个 最 大 吸收 峰值 ,而 峰值 两 侧 曲线 很 时 。 在 518 nm 处 有 一 个 最 大 发 射 
峰 。 两 峰值 处 波长 相差 24 nm, 这 一 现象 在 微 阵列 使 用 的 染料 中 较 普遍 。 


相对 强度 四 


波长 (nm) 


16-2 FTIC 发 射 和 激发 光谱 基线 {发 射 光谱 在 400 nm 波长 处 激发 测量 ) 
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初 看 此 图 ,人 们 可 能 认为 :FITC 可 在 510 mm 处 激发 ,会 发 射 475 ~ 510 nm 波长 的 荧光 。 事 
实 并 非 如 此 ,发 射 波长 总 是 比 激发 波长 要 长 ,激发 曲线 和 发 射 曲线 (如 图 16 - 2) 并 不 是 则 时 给 
制 的 ,只 是 为 了 便于 观察 而 绘制 在 同一 坐标 上 。 激 发 曲线 的 绘制 过 程 是 ,在 单一 波长 下 ,变换 
激发 波长 在 不 间 波 长 下 测定 荧光 强度 发 射 ,发射 荧光 曲线 的 绘制 过 程 则 是 在 最 长 激发 激发 波 
长 下 开始 增加 波长 ,测定 不 同 波长 下 的 荧光 发 射 强度 。 

微 阵 列 扫描 仪 设计 者 ,通过 研究 和 分 析 荧 光 染 料 的 激发 曲线 和 发 射 曲线 来 确定 适合 某 种 
染料 的 复合 扫描 激发 波长 ,该 波长 的 激发 效率 至 少 要 到 达 50% ~ 70% 的 水 平 。 激 发 波长 要 尽 
量 避 免 舍 近 发 射 最 大 峰值 处 的 波长 ,否则 会 干扰 荧光 信号 ,因此 需要 在 激发 最 大 峰值 左 侧 选择 
一 激发 波长 。 如 对 于 FTTC ,推荐 波长 在 470 ~ 495 mm 之 间 。 

在 微 阵列 探测 中 ,增加 激发 功率 会 线性 增 大 发 射 光 的 功率 (对 于 单 光子 激发 )。 而 当 激 发 
光 强 度 很 大 时 ,发 射 光 强 会 下 降 , 这 时 因为 荧光 输出 已 鲍 和 或 染料 被 人 射 光子 破坏 掉 。 在 微 阵 
列 应 用 中 ,荣光 发 射 一 般 比 激发 光 低 几 个 数量 级 。 

微 阵列 上 各 个 样品 点 的 荧光 分 子 受到 激发 后 ,从 各 个 方向 发 射 荧 光 光 子 ,散射 成 球状 ,所 
以 扫描 仪 应 将 这 些 散 射 光子 收集 到 (图 16 - 3)。 由 于 扫描 仪 收集 的 是 很 弱 的 发 射 光 , 几何 形 
状 是 设计 扫描 仪 设备 的 主要 依据 。 


图 16-3 共聚 焦 微 阵列 扫描 系统 


四 、 探 测 设备 的 光学 设计 要 求 

微 阵列 扫描 仪 有 各 种 形式 的 ,有 共聚 焦 形 式 的 也 有 非 共聚 焦 的 ,任何 一 种 设备 ,如 图 16- 
3 所 示 , 必 须 拥有 下 面 一 些 基本 功能 ， 

@ 激 发 光 ; 加 发 射 光 收集 ;加 空间 定位 ;@ 激 发 光 与 发 射 光 分 离 ; 回 检测 荧光 扫描 仪 的 探测 


器 。 
表 16-1 激光 扫描 共 育 焦 系统 中 常用 的 激光 器 
波长 (nm 功率 (mW) 激光 器 类 型 
325 10~30 FR (He - Cd) 激 光 
351 300 带 紫外 的 水 冷 式 所 离子 激光 
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续 表 


波长 (mm) 功率 (mW) 


激光 器 类 型 


364 >20 


457~ 514.1 25 
543.5 1.25 


ROR FRE 

GR (He — cd) 激光 
小 型 所 离子 激光 
绿 氨 氛 (He - Ne) 激 光 
外 谐振 器 半导体 激光 
碰撞 脉冲 染料 激光 
FLA (He — Ne) 激 光 
蓝宝石 激光 


(一 ) 激 发 光 


激光 器 、 弧 光 灯 、 白 炽 灯 或 发 光 二 极 管 (LED) 等 都 可 用 作 激 发 光源 。 根 据 1.2 节 所 讲 的 荧 
光 知 识 可 知 , 激 发 光 的 波长 应 限制 在 一 定 波长 ,避免 与 发 射 光 将 发 射 光 覆 盖 或 与 之 重 爸 。 因 此 
宽带 发 光 光源 如 白炽 灯 ` 发 光 二 极 管 需要 使 用 滤 光 片 来 选择 激发 光谱 。 而 激光 器 拥有 单 色 性 
好 方向 性 好 、 功 率 高 等 众多 优点 ,用 作 激发 光源 不 需 使 用 激发 滤 光 片 , 因 此 常用 作 荧光 染料 的 
激发 光源 , 表 16 - 1 列举 了 共 焦 系统 中 常用 的 激光 光源 。 白 炽 灯 能 发 射 多 种 波长 的 光 , 使 用 时 
只 需 简单 附加 一 个 激发 滤 光 片 改变 器 或 其 他 波长 转换 器 就 可 提供 多 种 波长 的 激发 。 在 设备 中 
有 时 需要 使 用 几 种 激光 器 来 提供 多 波段 激发 波长 ,这 也 可 用 多 波长 激光 器 来 实现 ,但 是 这 比 多 
种 激光 器 更 难 使 用 和 更 加 昂贵 。 如 图 16 - 4 是 美国 光谱 物理 公司 (Spectra Physics) 生 产 的 Ti: 
Sapphire 飞 秒 激光 器 ,具有 连续 激发 和 锁 膜 激发 两 种 工作 方式 , 它 输出 波长 在 650 ~ 1 050 nm 之 
间 可 调 。 它 由 Art 激光 器 或 全 固体 的 倍 频 Nd: YAC 激光 器 泵 浦 。 它 能 满足 当前 应 用 的 各 种 功 
率 要 求 ,适合 于 多 种 荧光 染料 多 光子 激发 。Ti:Sappire 激光 器 在 ~ 100MHz 的 重复 频率 下 ,能 产 
生 100 飞 秒 脉冲 宽 范围 的 双 光 子 激发 。 但 是 使 用 和 维护 很 麻烦 ,相对 其 他 激光 器 价格 非常 昂 


贵 。 


图 16-4 Ti:Sapphire 飞 秒 激 光 器 


激发 光 应 直接 射 向 微 阵列 上 的 待 测 样品 


,通过 大 量 一 次 照明 的 方式 , 待 测 样品 的 大 部 分 区 
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域 同时 受到 激发 ,这 种 照射 方式 在 CCD 数码 相机 中 较 常 见 ,而 很 少 在 共聚 焦 扫 描 仪 使 用 。CCD 
控 测 器 热电 制冷 通过 减少 电子 噪声 能 巨大 提高 其 灵敏 度 ,因而 产生 近似 为 等 的 背景 ,具有 高 动 
态 范围 (46 位 = 216 灰 度 级 ) 以 及 高 量子 产 率 。 使 用 这 种 方法 时 ,样品 激发 区 上 照射 不 均匀 是 
仪器 设计 者 应 当 考虑 的 主要 因素 之 一 。 

另 一 种 可 供 选 择 的 办 法 是 ,激发 光 被 会 聚 成 很 小 一 个 斑点 来 照射 样品 上 的 -小 部 分 。 这 
种 方法 采用 特定 的 光线 收集 和 定位 , 当 聚 焦 光 扫描 样品 时 ,在 极 短 时 间 内 、 在 给 定 的 区 域 上 会 
聚 光 束 提供 很 强 的 激发 ,通常 可 达到 10 000 Weme 

依据 第 一 节 第 二 点 所 讲述 的 ,根据 所 使 用 的 染料 特征 来 选择 激发 波长 。 激 发 波长 应 当 在 
染料 激发 峰值 的 左 侧 ,并 且 激发 效率 很 高 的 区 域 。 激 发 效率 越 低 ,就 需要 提高 激发 光 功 率 以 提 
供 一 定 水 平 的 荧光 。 激 发 光 过 强 可 能 会 产生 光 漂白 ,损坏 样品 或 污染 荧光 发 射 信号 ,降低 荧光 
To 

{二} 发 射 光 收集 

经 常用 物镜 来 收集 荧光 , 它 是 一 个 透镜 ,把 激发 光 会 聚 到 样品 上 ,使 在 一 定 角度 范围 或 
形体 内 的 发 射 光 到 达 探 测 通 道 。 光 收集 角度 区 域 大 小 是 很 重要 的 参数 。 当 荧光 发 射 是 球形 
时 , 光 的 收集 范围 是 决定 仪器 收集 效率 的 第 一 决定 因数 。 透 镜 的 光 收 集 角度 经 常用 数值 孔径 
NA 来 刻画 , 它 表 征 了 透镜 收集 效率 的 大 小 。 数 值 孔 径 是 物镜 三 个 参数 中 最 重要 的 参数 ,常用 
下 面 式 子 来 表示 : 

NA = n'sin( #72) 

式 中 : 

一 为 物体 与 物镜 之 间 介 质 的 折射 率 ;P - 是 进 人 物镜 锥 形 光 柱 的 角度 。 

数值 孔径 也 决定 了 物镜 的 分 辨 率 , 越 大 物镜 分 辩 率 越 高 ,但 是 会 使 物镜 工作 距离 下 降 。 
16 -5 描绘 了 数值 孔径 与 收集 效率 的 关系 则 线 , 它 的 发 射 源 是 一 个 球状 点 源 。 


收集 效率 


0.6 0.7 08 09 


0 7 02 0.3 4 0.5 
数值 孔径 
图 16- 5 不 同 数值 孔径 下 物镜 收集 效率 出 线 


数值 孔径 为 1 的 透镜 表示 其 能 对 整个 半球 区 域 收 集 光 , 相 应 的 收集 效率 为 50% 。 在 许多 
共聚 焦 微 阵列 扫描 仪 的 数值 孔径 在 0.5 ~ 0.9 之 间 , 而 许多 以 CCD 相机 为 基础 的 阵列 扫描 仪 
的 数值 孔径 在 0.2~0.5 之 间 。 
物镜 另外 两 个 参数 是 放大 迟 数 和 物镜 的 制作 材料 与 工艺 ,放大 倍数 是 3 个 参数 中 最 不 重 
+ 250 > 
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要 的 , 它 只 决定 对 物 放 大 多 少 倍 , 而 不 决定 分 辨 率 和 亮度 。 而 物镜 的 制作 材料 具有 提高 物镜 成 
像 质量 及 消除 其 他 光学 更 六 等 功能 。 

一 些 阵列 扫描 仪 并 不 使 用 物镜 ,而 使 用 一 个 积分 球面 镜 来 收集 部 分 发 射 光 , 但 是 部 分 光线 
经 过 多 次 球 而 反射 而 衰减 。 还 有 一 些 无 散射 光 收 集 装 置 ,仅仅 是 将 探测 器 放 在 样品 的 某 一 区 
域 的 上 方 ,光线 收集 的 效率 受 限 于 样品 被 照明 处 的 范围 及 探测 器 的 视角 ,例如 ,一 个 直径 为 25 
mm 的 探测 器 放 在 激发 点 上 方 100 mm 处 ,其 实际 的 有 效 数值 孔径 为 0.12 mmo 

(三) 空间 定位 {Spatial addressing) 

空间 定位 指 对 样品 上 某 一 小 区 域 上 的 荧光 信号 进行 荧光 强度 计算 , 微 阵 列 上 各 点 样品 被 
分 割 为 许多 微小 的 像素 ,在 进行 荧光 信号 定量 时 ,空间 分 辩 率 必须 高 于 样品 点 的 大 小 ,如 微 阵 
列 上 样品 点 的 直径 为 100 pum, 则 像素 的 大 小 为 5~20 pm。 

使 用 多 元 探测 器 阵列 如 CCD 或 使 用 机 械 扫描 装置 可 实现 空间 定位 。 许 多 CCD 相机 被 设 
置 为 大 范围 照射 ,探测 器 直接 提供 许多 像素 组 成 的 图 像 , 该 方法 的 缺陷 是 CCD 探测 器 所 提供 
的 数值 孔径 较 小 , 且 需 要 后 向 照射 和 维持 系统 冷却 设备 价值 昂贵 ,由 于 光 散 射 会 导致 像素 之 闻 
交叉 重生 造成 信号 不 清晰 。 

而 机 械 扫描 方法 ,需要 设计 把 激发 光束 会 聚 到 一 个 像素 大 小 的 点 上 ,然后 使 用 一 个 单元 探 
测 器 从 这 微小 的 点 区 域 收 集 发 射 光 。 为 了 履 盖 整个 样品 区 域 或 为 了 对 整个 样品 区 域 成 像 , 进 
行 移动 或 扫描 是 必须 的 。 通 过 镜子 扫描 光束 .或 移动 样品 .或 两 者 的 结合 来 实现 扫描 功能 。 与 
CCD 成 像 系统 相 比 ,扫描 会 给 系统 增加 更 复杂 的 机 械 装置 ,但 这 种 方法 可 使 用 高 数值 孔径 的 光 
学 收集 系统 ,使 用 不 太 昂贵 的 探测 器 ,同时 可 获得 更 高 空间 选择 性 。 当 样 癌 信号 很 弱 时 ,更 高 
光学 收集 效率 是 必须 考虑 的 。 

{四} 激发 光 与 发 射 光 分 离 

微 阵列 上 各 点 的 荧光 强度 通常 比 激发 光 功 率 低 几 个 数量 级 ,要 从 激发 光 中 检测 出 微弱 的 
荧光 信号 ,就 需要 在 荧光 信和 号 探测 之 前 采取 一 些 光 学 措施 来 分 离 这 两 种 类 型 的 光束 。 尽 管 特 
殊 儿 何 没 计 可 以 分 离 两 种 光束 ,但 由 于 激发 光 和 荧光 的 波长 差别 ,波长 分 离 应 成 为 首选 的 方 
案 。 

许多 使 用 物镜 的 微 阵列 扫描 仪 采 用 的 是 表面 照射 方式 (epi - illumination) FR, WRICA 
发 射 光 沿 着 相同 的 路 径 从 物镜 到 样品 ,但 二 者 方向 相反 。 这 种 设计 就 会 使 从 样品 上 反射 和 散 
射 的 光 与 荧 光 混 合 在 一 起 。 所 以 需要 分 光 镜 来 分 离 出 混合 光 , 它 也 是 光束 分 离 的 第 一 道 分 离 
RE. 
其 中 一 种 类 型 的 光束 分 光 镜 是 分 离 颜 色 的 二 色 滤 光 片 或 多 色 干 涉 滤 光 片 , 它 将 激发 光 反 
射 而 让 波长 更 长 的 光 透 射 过 去 。 图 16- 6 是 OCLI 公 司 生产 的 高 性 能 二 色 镜 透 过 率 的 光谱 曲 
线 。 图 a 是 红 光 波段 的 二 色 镜 , 它 只 能 让 波长 580 om 以 上 的 红 光 通 过 ,而 低 于 580 nm 的 可 见 
光 被 反射 。 图 b 是 绿色 二 色 镜 , 它 只 能 让 波长 490 ~ 580 mm 之 间 的 绿 光 透 光 ,其 他 波段 的 可 见 
光 被 反射 。 这 种 分 离 器 经 常 使 用 ,对 1~3 种 不 同 激发 与 发 射 光 能 进行 很 好 的 分 离 。 但 若 超过 
四 种 以 上 的 混合 光 则 分 离 很 困难 。 

另 -类 型 的 光束 分 离 器 是 几何 光线 分 离 器 ,如 图 16 -7, 它 采用 几何 的 方法 来 分 离 激 发 光 
与 发 射 光 。 在 扫描 系统 中 ,物镜 数值 孔径 为 0.6, 像 素 大 小 近似 为 10 pm, 从 透镜 出 来 的 激发 光 
束 直 径 比 发 射 光 幼 。 一 央 小 反光 镜 将 激发 光 反 射 , 而 让 环形 部 分 发 射 光 通 过 。 作 为 与 波长 无 
关 的 分 离 器 ,其 分 离 效 果 与 波长 分 离 器 相同 。 
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100 @ 100 (b) 
90 90 
80 80 
70 70 
Pi 60 ` 60 
H so H 50 
40 Wao 
30 30 
20 20 
10 10 


dl 
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 


al 
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 


图 16-6 SSR AR (MER, POE mm; 纵 轴 是 乏 过 率 ) 


(a) 红 光 二 色 滤 光 片 ;(h) 绿 光 二 色 滤 光 片 


理论 上 来 讲 , 性 能 和 良好 的 分 离 器 应 能 完全 分 离 出 激发 光 和 发 射 光 , 但 事实 上 并 非 如 此 。 通 
常 还 要 在 探测 器 之 前 放置 发 射 滤 光 片 来 过 滤 发 射 光 , 它 只 允许 染料 发 射 峰值 附近 很 窗 的 一 段 
波长 的 光 通 过 ,而 其 他 光 被 阻挡 掉 。 这 是 微 阵列 扫描 仪 必须 的 第 二 道光 束 分 离 装 置 。 有 的 扫 
描 仪 不 用 光束 分 离 器 ,而 是 让 激发 光 和 发 射 光 在 不 同 轴 向 上 。 该 方法 能 将 发 射 通道 上 的 激发 
光 反射 回去 ,但 却 很 难 达 到 较 高 的 数值 孔径 。 因 为 透镜 距离 样品 很 近 ,通常 小 于 1 mm, AAS 


发 光 能 进入 透镜 的 角度 范围 很 小 。 


其 他 器 件 也 可 用 于 波长 分 离 , 如 三 棱镜 或 光栅 。 这 些 器 件 拥有 一 些 令 入 感 兴趣 的 特征 ,如 
连续 的 光波 调 协 功能 。 但 是 在 微 阵列 扫 措 中 ,由 于 要 求 对 激发 光 有 高 度 的 敏感 性 ,因而 对 发 身 


装置 也 相应 要 求 有 很 高 的 精密 度 。 


ROE 


AER 


小 镜 


物镜 1 


图 16~7 几何 分 光 镜 光路 结构 图 
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(五 ) 检 测 荧光 扫描 仪 的 探测 器 

微 阵列 扫描 仪 的 探测 器 能 把 微弱 荧光 信号 转化 为 电信 号 ,在 阵列 扫描 器 中 常用 的 探测 器 
主要 有 光电 倍增 管 (PMT)、CCD 阵列 和 雪崩 二 极 管 。 每 种 探测 器 都 有 自己 的 优势 也 有 自己 的 
缺点 (它们 之 间 的 差异 在 第 三 节 里 详细 讲述 ) ,应 根据 应 用 的 特定 条 件 来 选择 合适 的 探测 器 。 

PMT( photomultiplier tube) 是 可 见 光 范围 内 最 灵敏 的 探测 器 , 它 属于 单 点 探测 器 ,需要 扫描 
系统 来 对 微 阵 列 上 的 样品 进行 空间 定位 。 改 变 PMT 的 电压 可 以 很 方便 地 改变 光电 倍增 管 的 
灵敏 度 ,而 其 电压 调节 可 以 满足 阵列 扫描 器 所 需 的 灵敏 度 要求 。PMT 灵敏 度 在 红外 和 近 红 外 
波段 会 急剧 下 降 , 因 此 它们 的 使 用 通常 限于 可 见 光 范 围 。 如 图 16 - 8 所 示 , 是 日 本 滨 松 公司 生 
产 的 一 种 光电 倍增 管 光谱 响应 曲线 , 它 表 征 了 光电 阴极 灵敏 度 与 波长 之 间 的 关系 。 从 图 中 曲 
线 可 观察 到 ,该 管子 对 可 见 光 范围 的 光 响应 灵敏 度 高 而 且 量子 效率 高 ,尤其 对 蓝光 和 青 光 最 灵 
敏 ,而 在 红外 波段 灵敏 度 和 量子 效率 急剧 下 降 。 

CCD 阵列 不 具备 PMT 自身 拥有 的 内 在 低 噪 声 放 大 功能 ,因此 需要 外 部 放大 器 来 达到 与 
PMT 一 样 的 最 大 灵敏 度 。 其 主要 缺点 是 ,CCD 探测 器 的 实际 数值 孔径 很 难 达到 0.6~ 0.9 的 范 
围 ,这 限制 了 CCD 阵列 可 探测 信号 的 范围 。 如 在 弱 光 条 件 下 ,对 这 要 求 非常 高 ,因为 光子 流 的 
统计 特性 完全 决定 仪器 的 探测 底线 。 另 一 个 缺点 是 CCD 不 能 与 共聚 焦 系统 相 兼容 。 当 人 射 
光 很 强 时 ,因为 CCD 探测 阵列 有 内 置式 扫描 功能 ,其 优越 性 就 体现 出 来 。 


100 


阴极 灵敏 度 mA/W) 
量子 效率 ( % ) 


波长 (nm) 
图 16-8 PMT 探测 器 阴极 灵敏 度 及 量子 效率 


第 二 节 样品 处 理 
所 有 微 阵列 扫描 仪 都 有 国定 和 放置 微 阵列 固 相 基质 的 装置 ,我 们 称 之 为 扫描 仪 的 载 样 售 。 
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载 样 金 要 有 能 够 容纳 下 玻 片 的 空间 ,组 成 其 的 材料 应 能 经 受 往 上 千 次 取 放 样品 的 刊 擦 考验 。 
通常 微 阵 询 的 固体 介质 为 显 微 载 玻 片 ,还 有 塑料 片 ,但 是 塑料 片 不 如 玻璃 片 刚 硬 ,容易 变形 ,不 
易 聚 焦 准 确 ,所 以 多 数 研究 者 使 用 的 是 显 微 载 玻 片 ,因此 本 节 主 要 讲述 用 于 微 阵列 探测 中 显 微 
载 玻 片 的 规格 及 相关 的 处 理 。 


一 、 标 准 显 微 载 玻 片 
事实 上 显 微 载 玻 片 已 成 为 微 阵列 的 标准 载 玻 片 ,占据 郑 市 场 的 主导 ,但 是 并 没有 唯一 的 标 
准 规定 显 微 镜 载 玻 片 的 规格 。 它 们 广泛 被 做 成 各 种 尺寸 厚度, 枢 形 和 拐角 构造 以 及 进行 末端 
处 理 。 表 16 -2 总 结 了 许多 美国 实验 室 供应 离 提供 的 载 玻 片 ,它们 具有 不 同 尺寸 和 偏差 。 标 
准 的 扫描 设备 应 当 能 够 容纳 多 种 规格 的 载 玻 片 。 


二 、 其 他 规格 载 玻 片 


微 阵列 固 相 介质 还 使 用 其 他 格式 的 玻 片 ,如 塑料 制 成 的 载 玻 片 .其 有 各 种 形状 和 尺寸 并 充 
满 液 体 细胞 的 专门 设计 的 玻璃 载 玻 片 ,每 一 种 载 息 片 都 采用 特定 样品 固定 方案 。 例 如 塑料 没 
玻璃 坚硬 ,在 共聚 焦 扫 描 器 中 更 难保 持平 滑 和 聚集 。 


三 、 样 品 环境 
扫描 检测 时 通常 是 在 室温 下 进行 ,此 时 载 玻 片上 各 点 样品 已 经 于 燥 , 然 而 ,有 些 染料 如 
FITC 在 潮湿 环境 才能 发 射 很 强 的 荧光 ,所 以 研究 者 在 待 测 样品 上 泣 加 适量 的 缓冲 液 把 阵列 卉 


湿 , 然 后 盖 上 盖 玻 片 进行 观察 。 这 就 需要 载 样 使 能 够 容纳 载 玻 片 与 盖 玻 片 到 加 之 后 的 厚度 , 扫 
描 仪 在 扫描 时 聚焦 盖 玻 片 下 的 那 一 层 平面 进行 扫描 。 


R6-2 标准 显 微 载 玻 片 特征 


BUR ARAL 英寸 单位 :x 公制 单位 ;25 mm x 75 mm 

X-Y 大 小 1" x 3”, WAR 2 0.02" 0.98” x 2.95", RZ + 0.02" 
(25.4 mmx 76.2 mm, Æ + 0.5 mm) (25 mmx 76 mm, RÆ + 0.5 mm) 

厚度 标准 型 0.04' + 0.002"(1.02 mm+0.05 mm) 0.04” + 0.002" 
JEA -0.047" + 0.004"(1.2 mm+ 0.1 mm) 

拐角 锐利 的 ,斜面 的 锐利 的 斜面 的 

边缘 锐利 的 ,斜面 的 锐利 的 、 射 面 的 

末端 表面 处 理 ”平整 . 喷 沙 ,上 色 平整 \ 喷 沙 , 上 色 


第 三 节 ”共聚 焦 扫 描 原 理 


前 面 几 节 介 绍 了 微 阵列 相关 的 一 些 知识 ,本 节 将 讨论 共聚 焦 原理 、 光 学 系统 设计 以 及 如 何 
工作 的 ,并 归纳 出 共聚 焦 系统 的 优点 和 缺点 。 


在 前 面 各 节 知 识 基础 上 ,这 里 将 详细 说 明 共 陵 焦 原 理 。 正 如 其 名 字 所 隔 示 的 , 共 来 焦 扫 描 
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有 两 个 共 焦点 ,这 两 个 焦点 限制 了 三 维 视 场 的 大 小 。 这 种 设置 仅 能 收集 焦点 内 的 微小 区 域 ,而 
焦点 以 外 微小 区 域 的 光 被 阻挡 掉 , 同 时 也 滤 去 了 许多 图 像 瑕 羔 。 共 聚焦 系统 仅仅 对 一 个 小 区 
域 (可 能 是 一 个 点 或 一 个 像素 ) 成 像 ,因此 需要 扫描 才能 获得 二 维 多 点 图 像 。 这 里 以 反射 式 荧 
光 扫描 共聚 焦 显微镜 为 例 ,说 明 扫描 共聚 焦 显 微 镜 的 基本 原理 ,然后 介绍 共 焦 微 阵列 扫描 仪 的 
特征 。 

如 图 16 -9 所 示 ,激发 光源 经 过 照明 针 孔 形成 点 光源 ,通过 激发 滤 光 片 后 被 二 色 镜 反射 到 
显微镜 的 物镜 上 ,被 物镜 聚焦 到 3D 样品 内 。 物 镜 在 样品 区 域 会 聚 ,形成 的 焦点 区 域 称 之 为 焦 
平面 ,在 焦 平 面 和 焦 平 面 上 下 区 域 被 激光 照射 而 激发 出 荧光 ,所 发 出 的 荧光 又 被 物镜 收集 , 通 
过 二 色 镜 和 发 射 滤 光 片 , 到 达 共 焦 针 孔 。 由 于 照明 针 孔 和 探测 针 孔 相 对 于 物镜 焦 平面 是 共 轩 
的 ,只 有 焦 平面 发 出 的 荧光 (我 们 以 黑 线 一 表示 ) 能 在 共 焦 针 孔 处 会 聚 一 点 ,并 通过 针 孔 到 达 探 
测 器 (PMT 或 CCD), 焦 平面 外 (我 们 以 - - - -表示 ) 的 点 所 发 出 的 光 被 共 焦 针 孔 阻 挡 掉 , 不 能 
被 探测 器 探测 到 。 所 以 焦 平面 以 外 发 出 的 光 都 被 针 孔 挡住 了 ,对 共 焦 图 像 贡献 很 小 。 这 样 只 
能 得 到 样品 区 域 在 物镜 焦 平面 某 一 点 的 图 像 ,而 要 获得 样品 的 光学 横 截面 (被 焦 平面 切割 的 断 
层 ) 的 二 维 图 像 , 则 需要 在 垂直 于 光 轴 的 xy 平面 ( 焦 平面 ) 上 进行 扫描 才能 获 样品 二 维 图 像 。 
如 果 逐 步调 节 样品 Z 轴 ( 光 轴 ) 位 置 ,可 产生 样品 的 多 幅 断 层 图 像 , 细 胞 或 组 织 各 个 横 截 面 的 图 
像 都 能 清楚 的 显示 。 这 种 成 像 方法 称 为 共 焦 扫 描 显微镜 层 析 成 像 方法 ,通过 三 维 重建 技术 , 则 
能 得 到 样品 的 三 维 立 体 图 像 。 如 果 在 成 像 系 统 中 移 去 共 焦 针 孔 ,那么 焦点 外 的 光线 也 到 达 探 
测 器 ,深度 方向 (Z 轴 向 ) 的 分 辩 率 就 大 大 降低 了 ,那么 非 共 焦 的 荧光 显微镜 就 和 普通 的 显微镜 
没有 多 大 差别 。 


探测 器 
共 焦 针 孔 
发 射 滤 光 片 


光源 
二 色 镜 
透镜 
一 一 焦 平面 光线 
= 离 焦 光线 


图 16-9 反射 式 荧光 显微镜 共 焦 原 理 


二 、 共 焦 微 阵列 扫描 仪 


本 节 以 实际 光路 图 ,详细 讲述 微 阵 列 焦点 处 探测 和 焦点 外 探测 特点 ,讨论 共聚 焦 扫 描 系 统 
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设计 的 要 求 , 在 此 基础 上 归纳 出 共 素 焦 扫 描 仪 主要 优点 。 如 图 16 - 10 所 示 , 平 行 的 激光 被 分 
光 镜 反射 到 物镜 上 ,激发 光束 仅仅 填充 物镜 一 部 分 。 填 充 量 额 的 多 少 取 决 于 所 选择 物镜 的 数 
值 孔径 和 所 期 望 像素 的 大 小 。 激 光 被 物镜 会 聚 到 样品 上 ,在 那里 激发 出 的 球面 荧光 向 各 个 方 


向 传播 。 激 发 光 也 被 反射 朝 着 探测 器 方向 传播 。 


物镜 收集 部 分 球面 荧光 并 校正 使 其 成 为 平行 光 。 物 镜 也 收集 被 反射 的 激光 , 它 比 荧光 强 
度 高 3~7 了 数量 级 。 返 回 的 光束 直接 到 达 分 光 镜 , 分 光 镜 把 多 数 激光 反射 回 激发 源 处 ,而 允许 
大 部 分 荧光 通过 分 光 镜 。 一 块 平 曾 镜 在 不 经 任何 光学 处 理 将 荧光 反射 到 发 射 滤 光 片 处 。 由 于 


发 射 渡 光 片 只 允许 窜 范 围 波长 的 光 通 过 ,阻挡 掉 所 用 剩余 的 激发 光 。 


从 上 上 面 共 焦 原理 可 知 , 共 聚焦 的 本 性 就 是 拥有 探测 器 物镜 和 共和 焦 针 孔 。 物 镜 把 平行 此 会 


聚 成 直径 很 小 的 光束 HRT 
的 深度 ,图 16 - 11 显示 了 
聚焦 二 共 焦 针 孔 前 面 而 被 阻挡 
检测 到 。 

比如 一 块 灰尘 在 样品 
点 并 不 在 物镜 的 焦点 处 , 沿 


L 阴 挡 焦点 外 的 光 而 让 焦点 处 的 光 通过 。 这 就 限制 了 物镜 聚焦 


外 光路 通道 ,发 光 点 不 在 物镜 焦点 范围 内 , 则 光线 将 被 探测 物镜 


掉 , 只 有 焦点 范围 内 的 光线 才能 有 效 的 通过 共 焦 针 孔 被 探测 器 


下 而 形成 第 二 点 光源 , 它 所 发 出 的 光 也 被 物镜 收集 。 由 于 第 二 


路 方向 前 进 的 荧光 光束 并 不 能 被 校正 成 平行 光 , 而 会 相交 一 


点 ,在 针 孔 前 面 而 不 是 在 针 孔 处 形成 一 个 焦点 。 在 焦点 之 后 光束 扩展 ,形成 很 大 直径 光束 打 在 


BE 
网 的 阳 挡 效果 , 它 只 能 让 焦点 
RRIARI EATR 


= 


针 筷 上 。 从 而 阻挡 掉 许 多 焦点 外 的 光 。 在 物镜 焦点 上 面 的 灰尘 , 共 焦 针 孔 具 有 与 下 面相 


:很 窑 范 围 处 的 荧光 能 通过 共 焦 针 孔 ,因而 ,共聚 焦 扫 质 仪 效 得 
扫描 系统 。 


BAGH 


>41] 探测 器 


图 16- 10 ROGER ALPE UIT 
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基 片 
聚焦 点 之 外 的 发 射 


图 16-11 激光 共聚 焦 系 统 焦点 外 光路 图 


三 、 共 聚焦 系统 优点 与 缺点 


共聚 焦 生物 芯片 扫描 仪 的 主要 优点 : 
1 .生物 芯片 上 的 照明 光 仪 仅 是 扫描 中 非常 小 的 一 个 聚焦 光 点 ,因此 亮度 和 信 噪 比 高 。 
2. 探 测 器 (如 光电 倍增 管 ) 只 能 接收 通过 共 焦 针 孔 的 光 , 而 来 自生 物 芯片 其 他 部 位 的 杂 散 


光 因 在 共 焦 针 孔 处 不 能 聚焦 而 被 滤 除 ,结果 得 到 的 是 一 个 高 分 辩 力 和 高 对 比 度 的 图 像 。 


像 的 清晰 度 。 


成 
存 
光 
用 
保 


激光 光源 可 以 提高 光学 系统 的 分 辨 能力 。 


3. 由 于 成 像 光 东 的 聚焦 与 波长 有 关 , 在 光路 中 加 和 窄带 干涉 滤 光 片 ,从 而 进一步 提高 了 


4. 共 焦 扫 措 成 像 系统 采用 轴 上 光束 ,因而 像 面 没 有 像 差 变化 而 产生 的 像 畸 变 。 
5. 因 采用 物体 扫描 ,光路 稳定 ,充分 发 挥 了 光学 系统 的 中 心 优势 。 
6. 可 进行 三 维 扫描 成 像 ,这 是 一 种 特殊 的 光学 层 析 成 像 方法 ,完全 不 同 于 一 般 计算 机 层 析 
像 方法 。 它 用 计算 机 控制 对 样品 进行 分 断层 、 逐 行 、. 逐 点 完成 三 维 扫描 ,同时 收集 图 像 数 据 


入 计算 机 存储 系统 。 根 据 需 要 由 计算 机 图 像 系统 显示 任 选 的 二 维 断 层 图 像 或 二 维 透视 图 。 


7. 由 于 激光 的 亮度 高 . 单 色 性 好 .发射 角 小 聚焦 性 优良 , 因 面 在 生物 芯片 扫描 仪 中 采用 激 
作为 光源 ,成 像 系统 色差 小 。 因 为 高 数值 孔径 、 高 放大 倍数 的 物镜 均 不 可 避免 地 存在 色差 ， 


但 另 一 方面 ,对 豆 焦 范围 的 严格 限制 要 求 载 玻 片 摆 放 非常 平稳 ,扫描 运动 过 程 中 微 阵列 要 
竺 在 同 -… 水 平面 上 ,偏差 要 小 于 焦距 的 范围 , 仿 差 小 于 + 10 pm。 这 一 要 求 增 加 了 机 械 加 工 


的 精密 度 , 使 得 加 工 工艺 更 加 复杂 ,但 这 是 保证 获得 最 佳 图 像 质量 的 有 效 途径 之 一 。 在 各 种 系 


a8 


扫描 光束 或 移动 载 玻 片 时 , 载 玻 片 一 定 保证 平坦 ,并 且 它 的 运动 也 得 保持 平稳 。 这 就 增加 
机 械 和 光学 设计 的 难度 ,但 这 能 极 大 提高 图 像 质量 。 


四 、 共 聚 扫描 实现 与 折旧 考虑 
由于 激光 聚焦 于 幼 玻 片 一 点 上 ,要 获得 整 张 玻 片 上 各 点 的 荧光 信息 则 要 对 玻 片 各 点 进行 


扫描 成 像 。 可 通过 移动 扫描 装置 或 移动 载 玻 片 来 实现 上 述 功能 。 正 如 图 16 - 10 所 示 , 在 分 光 
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镜 和 物镜 之 问 插入 一 个 扫描 装置 ,使 物镜 能 在 平坦 平面 内 扫描 ,就 可 实现 移动 光束 扫描 功能 。 
扫描 装置 移动 后 要 求 物镜 能 采集 到 荧光 ,这 样 的 物镜 很 复杂 ,一 般 不 超过 0.3 或 更 小 。 

较为 简单 的 且 高 收集 光 效 率 的 办 法 是 移动 物镜 或 移动 载 玻 片 。 能 够 移动 载 玻 片 的 设备 在 
平稳 光学 系统 上 以 光栅 的 方式 移动 载 玻 片 。 但 移动 会 影响 扫描 速度 。 不 过 在 弱 光 条 件 下 ,图 
像 赎 中 速度 家 决 于 探测 到 光子 的 累积 其 ,所 以 即使 快 扫描 速度 和 低 光 学 收集 效率 的 话 , 图 像 读 
取信 号 也 未 必 快 。 


第 四 节 LRA RRR 


在 了 解 共 京 焦 微 阵 列 扫描 仪 共聚 焦 工 作 原理 的 基础 上 ,本 节 将 详细 探讨 建立 一 套 共聚 焦 

微 阵 列 扫描 仪 系统 所 要 考虑 的 关键 技术 ,并 详细 说 明了 扫描 仪 各 部 件 的 功能 参数 。 
一 、 波 长 鉴别 

所 有 扫描 仪 都 会 面临 同样 一 个 问题 , 即 如何 将 背景 降低 、 提 高 待 测 样品 的 信号 。 共 聚焦 技 
术 的 应 用 使 得 共聚 焦 扫描 仪 能 比 其 他 类 型 的 扫描 仪 获得 更 高 质量 的 图 像 信号 ,但 使 用 该 技术 
仍 不 可 避免 地 收集 到 激发 光 和 其 他 杂 散光, 如 何 从 背景 中 分 离 出 荧光 信号 ,是 检验 扫描 仪 可 用 
性 的 关键 。 这 里 以 此 为 出 发 点 ,详细 说 明 波长 分 离 的 折衷 考 虑 与 设计 , 即 在 探测 和 定量 评价 信 
号 之 前 从 其 他 光 中 分 离 出 荧光 。 

微 阵 列 扫描 仪 可 以 探测 到 pW 到 ) 级 的 光 信号 。 许 多 材料 都 自发 荧光 ,如 玻璃 载 玻 
片 . 附 在 载 玻 片 上 的 化 学 物质 样品 冲洗 遗留 下 的 化 学 物质 ,透镜 、 滤 光 片 甚至 DNA 样品 自身 
也 会 发 荧光。 为 减少 其 他 光 信和 号 探测 , 需 最 佳 化 探测 系统 ,以 收集 到 有 用 信号 。 另 外 ,反射 或 
散射 激发 光 可 能 比 菊 光 信号 强 一 百 万 倍 , 如 何 抑制 掉 它 也 是 要 着 重 考虑 的 ,如 果 不 能 从 其 他 交 
束 中 分 离 出 荧光 信号 ,就 会 造成 很 高 的 背景 信号 。 而 背景 信号 会 决定 数 料 浓度 探测 的 底线 , 因 
此 要 尽 可 能 减少 背景 信号 。 

{一} 分光 镜 

不 同 共聚 焦 扫 描 仪 采用 不 同类 型 的 分 光 镜 ,如 图 16 - 10 所 示 , 分 光 镜 需要 从 激发 光 中 分 
离 出 荧光 。 玻 璃 载 玻 片 的 第 一 层 反 射 大 约 4% 的 激光 ,一 些 研究 者 正 研究 使 用 镜面 反射 载 孩 
片 以 使 更 多 茨 光 返 回 到 探测 光路 中 ,一块 镜 面 反 射 载 玻 片 几乎 反射 所 有 光束 。 

分 光 镜 应 能 在 探测 通路 上 阻止 许多 反射 的 激光 ,而 让 多 数 荧光 通过 。 常 用 的 器 件 就 是 二 
色 镜 和 多 色 下 涉 滤 光 片 ,它们 通常 对 一 种 波长 .两 种 波长 、 或 三 种 波长 激光 达到 90% 的 反射 
率 ,而 对 某 一 荧光 ,两 种 荧光 或 三 种 荧光 的 透 过 率 是 60% ~ 85%。 尽 管 有 90% 的 激光 被 消除 ， 
但 是 仍 有 10% 的 激光 会 到 达 探 测 通道 , 它 的 过 滤 就 要 求助 于 发 射 泪 光 片 。 这 些 分 光 镜 工作 的 
很 出 色 ,但 要 应 用 到 更 强 的 激光 或 更 多 的 荧光 波长 中 变 得 较 困难 。 

几何 分 光 镜 如 图 16 -7 所 示 , 比 二 色 镜 明显 能 提高 分 离 性 能 , 且 对 波长 没有 依赖 性 。 它 的 
应 用 要 考虑 众多 光学 参数 ,以 便 协 调 更 好 的 工作 。 使 用 这 种 分 离 器 的 首要 前 提 是 激发 光束 一 
定 比 返回 发 射 光束 小 的 多 。 通 过 选择 会 聚 激发 光 尺 寸 .焦距 长 度 和 物镜 的 数值 孔径 可 达到 此 
目的 ,通常 该 技术 比 高 数值 孔径 方式 工作 的 好 。 使 用 一 个 数值 孔径 为 0.75、 焦 距 为 6.6 mm 的 
物镜 , 若 输入 激光 直径 为 0.75 mm, 物 镜 小 孔 为 10 mm, 则 会 聚 的 激发 光 半 径 大 约 600 nm 左右 。 
这 种 技术 工作 的 很 好 ,能 传递 80% 的 发 射 光 , 同 时 差不多 阻挡 掉 所 有 反射 的 激光 。 已 证 实 这 
种 分 离 器 能 在 非常 微弱 样品 信号 中 提高 信号 /背景 之 比 , 比 二 色 镜 提高 1 ~ 3 倍 。 其 他 类 型 分 
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光 镜 ,如 极 化 分 光 镜 和 50/50 带 通 分 离 器 在 微 阵列 扫 找 器 中 并 不 能 充分 阻挡 激发 光 。 

(二 ) 发 射 滤 光 片 

共聚 焦 微 阵列 扫描 仪 中 的 分 光 镜 自身 并 不 能 完全 从 其 他 光 信号 中 分 离 出 荧光 信号 。 如 图 
16- 10 所 示 ,在 共聚 焦 探测 器 之 前 , 需 在 校正 光路 上 放置 一 个 发 射 滤 光 片 。 发 射 滤 光 片 应 能 
让 荧光 信号 通过 而 阻挡 其 他 光 , 图 16- 12 是 一 个 低 通 发 射 滤 光 片 , 它 只 能 让 波长 低 于 575 nm 
的 光 通 过 ,而 阻挡 其 他 波长 的 光 通过 。 


575 nm 短 通 滤 光 片 


从 图 16- 13 中 FITC 的 荧光 发 射 曲线 中 ,我 们 能 推断 最 好 的 发 射 滤 光 片 应 是 包含 所 有 发 
射 曲线 的 带 通 滤 光 片 ,如 选择 波长 510 ~ 600 nm 的 带 通 滤 光 片 , 它 会 尽 可 能 多 的 把 荧光 传递 到 
探测 器 上 。 事 实 上 发 射 光 是 很 复杂 的 混合 光 , 除 了 染料 的 发 射 曲线 外 ,还 伴随 其 他 发 射 光 曲 
线 ,如 玻璃 载 玻 片 的 荧光 , 载 玻 片 表面 处 理 后 留 下 的 化 学 物质 和 冲洗 样品 遗留 下 的 化 学 物质 发 
出 的 光 信 号 等 。 这 些 光 的 荧光 曲线 通常 难 确定 而 且 是 经 常 变化 的 。 当 降低 这 些 干扰 荧光 时 ， 
发 射 滤 光 片 需要 最 佳 化 菊 光 信号 ,实现 此 目的 的 最 好 方法 是 利用 一 个 罕 带 通 滤 光 片 ,其 带 通 中 
心 波长 与 染料 发 射 峰值 重合 ,如 图 16 - 13 所 示 。 该 图 显示 一 个 带 通 滤 光 片 ,在 光 强 一 半 处 它 
的 带宽 是 10nm。 它 能 让 很 窄 的 窗口 范围 内 的 荧光 通过 ,而 阻挡 带 通 以 外 的 光 , 从 而 提高 信 品 
比 。 此 方法 的 不 足 之 处 就 是 降低 了 信号 的 输出 量 。 实 验证 明 10nm 带宽 滤 光 片 能 提供 良好 信 
品 比 , 它 在 峰值 处 有 60% 的 透 过 ,如 图 16- 13 所 示 , 仅 有 部 分 染料 发 射 光谱 与 带 通 窗口 重合 ， 
这 样 一 些 滤 光 片 通常 仅 达到 10% ~ 15% 的 透 过 率 。 


图 16- 12 低 通 滤 光 片 工作 原理 


相对 强度 


450 500 550 600 650 


E 16-13 10 nm 带 通 滤 光 片 光谱 与 FITC 发 射 光 谱 
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案 带 滤 光 片 在 阻挡 其 他 干扰 光 的 同时 也 降低 了 人 射 荧 光 信号 


而 它 仅 仅 用 在 高 收集 效 


率 的 设备 中 ,如 高 数值 孔径 的 物镜 中 。 使 用 带宽 10 nm 中 心 波长 在 染料 发 射 峰值 处 的 滤 光 
H ,用 数值 孔径 为 0.7 物镜 的 微 阵列 扫描 仪 工作 得 很 好 。 蝎 宽 的 滤 光 片 会 使 背景 光 比 信 号 更 
多 的 透 过 ,而 窄带 滤 光 片 能 使 信号 和 噪声 一 起 下 降 。 


二 、 探 测 


器 


激光 扫描 共聚 探测 系统 中 使 用 较 多 的 探测 器 是 PMT 或 CCD, 它 们 把 接收 到 的 光电 信号 转 


HRE 


PMT 的 景 子 效 率 一 般 较 低 , 所 以 在 PMT 的 生产 工艺 上 
的 介质 制作 PMT 窗 ,使 光 以 一 定 角度 人 射 后 在 窗 
著 改 善 PMT 的 量子 效率 。 另 一 方面 ,现在 一 般 者 
理 ,可 提高 量子 效率 。 虽 然 PMT 倍增 噪声 可 能 较 高 ,但 通过 后 级 的 脉冲 计 
便 可 掉 制 噪声 。 所 以 PMT 是 在 激光 扫描 共聚 焦 微 阵列 探测 中 应 
的 缺点 是 受 温度 影响 大 ,但 在 激光 共聚 焦 微 阵列 扫描 仪 中 的 荧光 


Gi 


如 以 不 
就 可 以 显 
计算 时 间 
器 。PMT 


AS ,而 后 被 采集 卡 送 到 计算 机 内 进行 贺 像 处 理 。 下 


面具 体 介 绍 PMT 和 CCD 的 工作 特 


尽量 减少 透射 光 和 反射 光 的 损失 ， 
内 部 产生 2 次 反射 问 到 光阴 极 层 ， 
将 PMT 的 信号 转换 成 数字 信号 来 处 
数 技术 或 相对 增加 
用 最 为 普遍 的 探测 
信号 幅度 的 变化 还 


不 敏 于 引起 PMT 温度 的 较 大 变化 。 
CCD 量子 效率 可 高 达 10% ~ 80% ,在 一 些 特别 波段 ,甚至 可 达 10% ~ 100% ,灵敏 度 极 高 ， 
动态 范围 大 ,可 达 10° ~ 105 级 ,适合 激光 共聚 焦 微 阵列 探测 的 信号 亮度 范围 。 线 性 度 高 ,为 后 


续 的 图 像 处 理 提供 了 最 优 条 件 。 结 合 双 向 扫 找 ,使 月 


它 的 缺点 是 噪声 较 大 ,要 使 


CCD 还 确保 了 图 像 的 高 几何 保 真 度 。 但 


噪声 下 降 到 可 接受 水 


使 用 制冷 CCD。 


景 子 效率 , 因 
而 降低 信 噪 H 


而 它们 需要 外 
bo TERRI AEX 


降 。 


多 因 


阵列 


控制 及 处 理 功 能 。 


(一 } 灵 敏 度 范围 


不 
在 


在 4 000 ~ 16 000 之 间 , 若 不 改变 仪器 的 灵敏 


ser 
HI 


任何 微 阵列 扫描 仪 中 都 刘 
FANS ,不 讲述 信号 处 理 及 


在 微 阵列 样品 制备 过 程 
\ 不 同类 型 的 基因 表达 等 
同 -… 块 微 阵列 上 的 荧光 强度 范围 达到 4 000:1 的 范 


波长 有 一 个 响应 范 


红 测 器 的 性 能 与 信号 质量 有 直接 关系 ,如 在 共 率 焦 微 阵列 扫描 仪 中 使 用 
素 会 直接 影响 PMT 的 输出 
定 度 、 透 射 的 特殊 波长 及 所 用 渡 光 片 ,物镜 的 数值 孔径 及 一 些 光学 器 件 的 透射 
扫描 仪 能 否 获得 好 的 数据 ,还 需要 众多 装置 的 协调 与 相互 配合 。 


三 、 信 号 处 理 及 仪器 控制 


及 样品 处 理 ,光学 系统 和 探测 设计 这 些 核心 ,对 于 广大 生物 学 研 
扫描 仪 控制 方法 是 不 完整 的 ,这 里 将 讲述 整套 整 设 中 需要 考虑 的 


上 信号 。 比 如 :激光 功 


因素 的 影响 ,即使 使 用 


E, 则 需要 很 低 的 温度 ,所 以 现在 一 般 都 要 


传统 硅 探测 器 如 PIN 管 不 具备 像 PMT 那样 的 低 噪声 增益 ,而且 在 可 见 光 范围 有 非常 低 的 
放大 几 百 万 售 以 达 到 光 信 号 灵敏 度 。 外 部 的 放大 会 增加 咖 声 ,从 
,在 波长 800 ~ 900 nm 内 达到 
在 近 红外 具有 更 大 的 优势 ,而 PMT 通常 在 500 nm 处 达到 最 大 ,在 650 nm 以 1 


最 大 ,因此 它们 
上 响应 会 急剧 下 


PMT 探测 ,有 许 
率 、 温 度 效 应 .探测 器 增益 、 稳 压 电路 的 稳 
[等 等 。 所 以 , 微 


,步骤 较 多 ,如 PCR 反应 \ 杂 交 反 应 条 件 变化 度 .试剂 存储 条 件 


同 的 染料 ,其 亮度 也 可 能 相差 1 000 倍 ， 
。 大 部 分 扫描 仪 的 荧光 强度 读 取 范 央 


相 


度 范 
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,就 没有 足够 的 动态 空间 来 容纳 这 种 样品 
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的 变化 .无 法 适应 于 各 种 菊 光 强度 样品 的 读 取 。 

调节 仪器 灵敏 度 范围 有 两 种 方法 :一 种 是 通过 调节 激光 衰减 器 来 改变 激发 功率 ,激发 光 通 
常 变化 范围 至 少 是 100:1。 第 二 种 方法 (对 于 使 用 PMT 作为 探测 器 的 微 阵 列 扫 描 仪 而 言 ) 是 通 
过 调节 电压 输 和 人 来 改变 PMT 的 灵敏 度 , 其 调节 范围 也 至 少 是 100: 1。 这 两 种 方法 可 相互 县 加 
使 得 仪器 的 调整 范围 是 10 000:1, 这 一 范围 对 普通 的 扫描 仪 都 足够 了 。 

通常 人 们 希望 使 用 的 激光 强度 大 而 不 会 破坏 样品 上 的 荧光 分 子 ,我 们 已 经 知道 ,激发 光 越 
强 越 大 就 会 激发 获 光 光子 越 多 ,信号 也 越 清 楚 和 强烈 。 如 果 样 品 经 过 多 次 扫描 后 ,需要 降低 激 
光 功率 以 缓解 溺 积 光 子 对 样品 的 损害 。 

由 于 这 些 仪器 有 很 宽 的 调节 范围 ,需要 多 次 实验 .操作 才能 找到 恰当 的 调节 结合 点 。 幸 运 
的 是 ,许多 商业 化 的 共 刘 焦 扫 描 仪 有 自 带 的 功能 ,可 以 自动 设置 灵敏 度 以 获得 高 质量 图 像 ,不 
仅 缩短 了 仪器 工作 时 间 , 也 为 用 户 节省 了 许多 时 间 。 

(二) 信号 转换 及 采样 过 程 

信号 转换 过 程 就 是 把 受 激发 的 荧光 染料 所 产生 的 光 信号 通过 一 系列 过 程 转化 成 连续 的 数 
字 信和 号。 荧光 信号 是 由 一 系 全 随机 光子 发 射 累加 而 成 , 若 将 它们 累计 可 与 某 一 样品 区 域 的 染 
将 分 子 的 密度 相关 。 通 常 扫描 仪 对 空间 上 和 时 间 上 探测 到 的 荧光 光子 的 数量 都 加 以 罕 计 并 取 
平均 值 才能 代表 某 -~ 样品 区 域 染料 分 子 的 密度 。 

扫描 区 域 被 分 成 尺 十 相同 的 像素 ,激光 共 率 焦 和 其 他 点 照明 式 扫描 仪 对 逐个 像素 激发 , 然 
后 探测 器 累加 各 像素 点 上 茨 光 光子 。 激 光 经 过 物镜 的 会 聚 ,在 样品 上 形成 一 个 斑点 ,成 为 激光 
班 。 它 扮演 一 个 能 移动 空间 位 置 .平均 处 理 数据 的 机 械 装 置 的 角色 ,从 整个 斑点 区 域内 发 射 的 
光 在 探测 期 间 被 相 加 。 

激光 元 的 尺寸 与 形状 决定 了 其 自身 的 平均 特征 。 激 光 光 束 服从 高 斯 强度 分 布 轮 廊 ,这 种 
构造 导致 了 斑点 中 心 处 的 染料 分 子 更 容易 被 激发 ,能 产生 更 多 的 光子 ,因此 在 平均 处 理 过 程 中 
斑点 更 会 加 大 比重 。 通 常 可 选择 激光 腰 东 半径 等 于 像素 大 小 的 激光 ,更 大 的 斑点 将 会 把 更 多 
像素 平均 起 来 , 较 小 班 点 可 能 包含 不 到 空间 平均 过 程 中 完整 的 像素 。 

光 信号 被 PMT 探测 到 并 被 转化 为 电信 号 ,在 转化 为 数字 信号 之 前 需要 进一步 处 理 。 电 信 
号 仍旧 含有 与 光子 发 射 关联 的 随机 过 程 ,数字 化 处 理 过程 相 对 像素 驻 留 时 间 是 瞬间 的 。 使 用 
电路 滤波 把 光子 发 射 信号 平均 为 一 个 信号 ,该 信号 就 代表 了 每 个 像素 包含 的 信息 。 

在 快速 数字 化 转换 之 前 ,可 用 指数 衰减 的 低 通 滤波 器 来 进行 时 间 平均 。 当 对 一 个 分 段 本 
数 滤波 时 ,这 些 滤波 器 能 产生 一 个 指数 衰减 的 信号 。 滤 波 器 的 时 间 常 数 是 进行 恰当 的 数据 转 
换 参 数 ,时 间 常 数 就 是 幅度 降 为 初 值 1/3 所 花费 的 时 间 。 实 际 中 ,时 间 常 数 被 设置 为 像素 周期 
的 1/3 或 2/3。 更 长 的 时 间 常 数 会 把 像素 平均 在 一 起 ,而 较 短 的 时 间 常 数 可 得 到 单个 光子 事 
件 ,这 会 使 最 终 数据 失真 。 

{ 三 ) 暗 噪声 信号 

即使 没有 光 存 在 ,探测 单元 也 会 产生 一 个 非 零 信号 ,这 称 为 暗 噪声 。 一 定 程度 上 了 瞳 噪 声 在 
一 次 成 像 扫 描 中 恒定 的 ,可 以 从 信号 中 减 去 ,从 而 并 不 影响 仪器 的 动态 范 

{四} 图 像 获取 、 显 示 和 存储 

共聚 焦 微 阵列 扫描 仪 需要 对 样品 进行 扫描 ,以 便 获 取 荧光 强度 分 布 的 数字 图 像 。 无 论 是 
移动 光 东 或 移动 样品 或 是 二 者 结合 的 扫描 系统 一 定 对 样品 区 域 进行 光 顶 式 扫描 。 为 满足 基本 
要 求 ,扫描 区 域 应 当 可 调 ,以 便当 所 感 兴趣 区 域 比 样品 小 时 ,用 户 不 需 等 待 仪器 扫描 整个 样品 
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结束 ,就 可 测 节 扫描 区 域 ,从 而 节省 更 多 时 间 。 另 外 , 低 分 辨 率 ,高 速 扫 描 也 是 受 欢 迎 的 。 如 在 
很 大 视 场 内 ,可 以 非常 迅速 的 扫描 5 条 线 或 一 小 块 区 域 。 

各 像素 的 分 辩 率 可 达到 16 比特 ,16 位 是 一 种 很 方便 的 图 像 格式 ,方便 于 后 续 的 处 理 和 操 
纵 。 当 正在 扫描 图 像 时 ,显示 器 要 显示 图 像 , 以 供 扫描 者 确定 样品 选取 是 否 正确 、 仪 器 设置 是 
否 正 确 等 等 。 经 常 把 荧光 图 像 转 化 为 伪 彩 色 来 显示 ,便于 人 们 在 显示 器 上 观察 。 

扫描 完 图 像 后 ,可 将 图 像 数 据 保存 为 图 像 格式 文件 ,如 t 焉 格式 ,这 种 格式 的 图 像 文 件 是 
目前 用 途 较 广 的 一 种 图 像 文件 。 

{ 五 ) 控 制 和 自动 化 系统 

控制 和 自动 化 系统 由 电脑 来 完成 ,扫描 仪 使 用 者 无 须 精通 扫描 仪 的 光学 和 电子 学 部 分 ,已 
商品 化 的 扫描 仪 已 经 过 大 量 的 测试 和 信息 反馈 并 不 断 改 进 ,使 用 户 界面 越 来 越 友 好 ,图 形 化 的 
操作 界面 使 得 初学 者 只 需要 接受 简单 的 训练 或 阅读 操作 手册 就 能 快速 使 用 仪器 。 控 制 软件 具 
有 许多 自动 设置 功能 ,让 使 用 者 节省 时 间 ,提高 工作 效率 。 如 不 同 的 用 户 扫描 不 同样 品 可 设 
置 .保存 、 再 现 扫描 参数 ;可 自动 设 定 两 个 以 上 的 扫描 激光 波长 并 自动 保存 图 像 结果 ;对 某 一 扫 
措 波 段 由 动 调整 灵敏 度 、 激 发 光 强 度 及 探测 器 探测 范围 。 

扫描 仪 或 它 的 主机 也 应 提供 凡 十 亿 字 节 的 存储 、 网 络 联接 和 支持 大 容量 远程 存储 。 


四 、 扫 描 仪 功能 参数 


微 阵列 扫描 仪 是 复杂 的 仪器 ,拥有 大 量 参数 和 规格 。 这 里 罗列 出 最 重要 参数 及 其 性 能 测 
量 , 它 决定 了 仪器 在 应 用 中 是 否 合适 。 

(一 ) 激 光源 数目 和 荧光 波段 

激光 源 数目 是 扫描 仪 的 基本 参数 ,单一 激光 器 只 能 激发 几 种 染料 和 使 用 几 种 规格 的 发 射 
滤 光 片 。 第 一 代 扫 描 仪 带 有 2 个 激光 器 和 拥有 2 个 或 4 个 获 光 通道 ,而 第 二 代 仪器 则 含有 3 
到 4 个 激光 器 ,其 荧光 选择 通道 可 达到 10 个 。 

(二) 探测 能 力 

探测 能 力 就 是 设置 灵敏 度 ,使 最 亮点 达到 光 强 满 刻 度 时 区 别 于 背景 最 小 样品 点 的 荧光 亮 
度 。 其 单位 是 单位 面积 上 染料 分 子 的 数目 (fluors/ km) 。 因 样品 制备 过 程 具 有 不 确定 性 ,生物 
学 研究 者 通常 并 不 知道 染料 密度 是 多 少 ,通过 它 的 测量 可 判定 染料 的 浓度 。 探 测 能 力 通 常用 
特殊 制作 的 微 阵列 来 标定 , 它 通 过 标准 样 中 样品 点 的 探测 来 确定 。 

样品 或 仪器 决定 了 探测 能 力 的 极限 。 如 果 样品 制备 过 程 中 ,造成 样品 点 之 间 很 强 的 肖 景 
获 光 ,样品 就 会 受到 限制 。 如 果 仪 器 引起 的 噪声 不 能 减 去 ,并 且 超 过 料 品 背景 水 平 , 则 仪器 的 
使 用 将 受到 限制 。 

(三 ) 灵 敏 度 - 

灵敏 度 是 在 特定 波长 处 仪器 能 探测 的 最 小 光 强 , 它 是 对 仪器 获取 最 弱 信 号 的 衡量 。 与 控 
测 能 为 不同 ,灵敏 度 并 不 依赖 样品 的 特性 。 当 把 激发 条 件 和 探测 条 件 都 调 到 最 大 值 时 , 如果 对 
样品 的 扫描 速度 很 低 时 ,灵敏 度 就 会 限制 探测 能 力 。 

(四 ) 干 扰 

扫描 多 种 染料 标记 的 样品 时 会 发 生 干扰 .干扰 就 是 染料 的 激发 和 探测 发 生 错 误 或 使 用 不 
当 的 激发 波长 和 发 射 滤 光 片 。 使 用 中 心 波长 在 染料 峰值 处 、 对 带宽 以 外 波长 具有 良好 衰 威 的 
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窄带 发 射 滤 光 片 可 降低 这 种 干扰 。 通 


第 选择 染料 的 最 大 发 射 峰值 处 的 波长 与 激发 光波 长 相 


差 很 远 , 至 少 50 nm 以 上 ,可 大 大 降低 这 种 干扰 。 


(五 ) 分 辩 率 


微 阵列 扫描 仪 的 空间 分 辨 率 通 常用 像素 大 小 来 表征 ,许多 商用 设备 分 辩 率 是 5 jm、10 pm 


或 20 pmo 
(六 ) 扫 描 视 野 


视野 大 小 就 是 载 玻 片 上 被 扫描 的 面积 , 它 应 与 阵列 制备 过 程 相 匹 配 。 扫 描 区 域 越 大 ,每 个 


样品 应 放置 更 多 的 点 。 通 常 载 玻 片 周 


平整 。 从 表 1 列 出 来 的 内 容 可 知 ,最 大 
仅仅 扫描 60 mm 宽 的 范围 。 


(七 ) 均 匀 性 


1 到 1.5 mm 的 边界 不 使 用 ,因为 那里 可 能 被 弄 破 或 不 
使 用 的 载 玻 片 面积 为 2 mm x 73 mm。 许 多 商用 扫描 器 


均匀 性 是 对 荧光 发 射 与 探测 连贯 性 的 测量 。 在 这 个 成 像 面 , 光 收 集 的 均匀 性 是 共 育 焦 扫 
描 仪 特别 关注 的 。 共 雍 焦 的 特征 决定 了 聚集 的 深度 ,经 常 是 几 十 微米 。 这 就 意味 着 在 扫描 运 
动 中 距离 平 画 的 偏差 或 在 样品 中 的 偏差 会 导致 成 像 面 的 非 均 匀 性 。 增 大 共 取 焦 针 孔 可 提高 宫 


RE ASR HH BB 
发 整个 场 的 优点 。 
( 八 ) 图 像 几何 学 


。 共 聚焦 扫描 仪 特别 是 移动 样品 的 扫描 仪 具 有 均匀 激 


对 扫描 仪 图 像 几何 学 的 要 求 完 全 依赖 于 图 像 数据 的 后 续 处 理 。 如 果 图 像 定量 分 析 软 件 使 
用 扫描 图 像 的 固定 栅 格 并 希望 在 每 个 区 域内 找到 样品 点 , 则 对 图 像 的 大 小 X - Y 正 交 性 及 像 
素 方位 线性 关系 很 大 。 更 复杂 的 微 阵 列 图 像 定量 分 析 软 件 使 用 动态 栅 格 ,无论 样 品 点 方位 在 


哪里 ,都 可 寻找 到 每 个 样品 点 。 显 而 易 
没有 意义 的 。 


见 ,如 果 仪 器 放置 阵列 样品 点 很 少 ,更 高 的 扫描 精度 是 


许多 用 户 对 于 图 像 大 小 和 线性 度 在 比较 满意 ,而 许多 第 二 代 扫 描 器 超过 了 这 个 精度 水 平 。 


随机 几何 误差 也 是 很 重要 的 ,这 些 


误差 经 常 称 为 持 动 ,在 光栅 图 像 中 表现 为 句 齿 状 的 垂直 


线 。 当 线 到 线 的 非 重复 扫描 超过 一 个 像素 大 小 时 ,样品 点 图 像 边 缘 变 为 锯齿 状 。 当 每 个 样品 


点 仅 包 有 几 个 像素 时 ,在 定量 分 析 时 会 带 来 一 些 问题 。 


在 不 同 波长 扫描 相同 样 铝 得 到 的 多 幅 图 像 的 重合 也 是 值得 注意 的 。 后 续 处 理 软件 能 找到 


这 些 样品 点 ,并 自动 在 图 像 上 建造 机 格 


,该 软件 通常 在 来 自 一 个 通道 的 图 像 上 创建 一 个 棚 格 ， 


然后 把 它 应 用 到 不 同 通道 的 图 像 中 去 ,许多 阵列 扫描 仪 能 把 连续 几 次 扫描 重合 起 来 。 


九 } 工 作 量 


会 带 来 光学 系统 的 于 扰 。 
第 一 代 扫 描 器 对 20 mm x 60 mm 区 
代 扫 描 器 更 快 。 


用 户 经 常会 关心 一 天 可 以 扫描 多 少 样品 , 即 扫描 仪 的 工作 量 。 使 用 同一 分 辩 率 .大 小 图 像 
相同 通道 数 ,评价 扫描 仪 工作 量 才 有 意义 。 以 CCD 相机 为 探测 器 的 扫描 仪 具 有 非常 高 的 工 
量 , 但 探测 弱 荧光 样品 的 探测 效率 比 第 一 代 共 束 焦 扫描 仪 低 几 信 。 

通过 在 发 射 通路 上 放置 分 光 镜 ,使 用 几 个 探测 器 , 几 个 信号 处 理 模块 及 多 种 波长 同时 扫 
,可 以 大 大 增加 扫描 仪 的 工作 量 。 但 这 会 相应 增加 扫描 仪 的 成 本 和 复杂 性 ,尤其 是 多 波长 仪 


域 单 波长 扫描 ,分 辩 率 是 10 rm, 需要 5 ~ 15 min, 而 第 二 
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(+) fe Sn 

fe SAREE, TREES. CARERE LASKEA 
像 或 通过 后 续 软件 处 理 过 的 图 像 并 不 是 征 阵 列 样品 点 荧光 的 简化 图 像 TL PAH 
被 扫描 目标 染料 的 荧光 ,是 所 期 望 探测 到 的 ,而 光子 统计 噪声 (这 实际 是 图 像 的 一 部 分 ,但 看 起 
来 象 噪声 ) .其 他 化 学 物质 或 玻璃 引起 的 背景 荧光 .激光 反射 光 ( 实 际 是 样品 的 一 个 反射 图 像 )、 
电路 噪声 是 不 期 望 有 的 。 

仅 单独 考察 一 幅 图 像 或 图 像 数据 ,我们 不 能 确定 每 一 幅 图 像 贡献 的 大 小 。 数 据 仅 仅 是 对 
许多 像素 亮度 的 收集 ,而 A/D 转换 器 并 不 关心 数据 来 自 于 哪里 。 

微 阵 列 之 问 的 比较 是 一 个 复杂 的 过 程 , 不 仅仅 对 单个 性 能 参数 进行 比较 ,通常 需要 对 扫描 
样品 进行 综合 


图 16- 14 ScanAray 5 000 激光 共聚 焦 生物 芯片 扫描 仪 


第 五 节 ScanArrays 型 共聚 焦 微 阵列 扫描 仪 


如 图 16 - 14 是 美国 CSILumonies 公司 最 新 开发 成 功 的 新 一 代 生物 芯片 扫描 系统 , 它 具 有 
独特 专利 设计 的 激光 共聚 焦 光 学 系统 ,配合 高 安全 性 WINDOWSNT 操作 系统 ,使 其 成 为 生物 芯 
片 研究 体系 中 不 可 缺少 的 利器 。 该 公司 已 经 开发 出 共聚 焦 微 阵 列 扫描 仪 ScanArray* 的 生产 
线 ,目前 全 世界 的 许多 生物 技术 和 遗传 基因 组 分 析 实 验 室 都 在 使 用 这 种 仪器 进行 科学 研究 。 

一 、 扫 描 仪 的 集成 化 

上 面 各 节 讲 述 的 知识 足够 让 一 个 有 经 验 的 仪器 工程 师 建造 一 个 实验 性 的 微 阵列 扫描 仪 。 
事实 上 ,许多 实验 室 已 经 这 样 做 了 ,许多 实验 室 已 经 公布 自己 仪器 的 性 能 。 但 是 , 微 阵列 扫描 
仪 最 重要 的 价值 在 于 集成 一 个 完整 的 .紧凑 的 、 功 能 强大 的 、 性 能 可 靠 的 产品 。 根 据 用 户 反馈 
回来 的 各 种 信息 和 要 求 ,仪器 生产 商 已 研制 出 商用 扫描 仪 能 更 好 的 满足 研究 者 要 求 。 


惟一 全 
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表 16-3 Scandrray” 性 能 规格 


性 能 指标 


ScanArray® 3 000 


ScanAraye 5 000 


结构 


数值 孔径 (NA) 
REH 
视野 
图 像 均匀 性 
扫描 速度 
激光 器 
A 

输出 格式 
体积 

电源 输入 
重量 


样品 载体 移动 ,光源 固定 ,多 个 激光 头 , 连 
续 扫 描 


0.75 

所 有 标准 的 1 x 3 载 玻 片 
不 小 于 22 mm x 60 mm 

全 视 场 最 大 + 10% 

最 大 每 秒 6 线 

10 pm 或 50 pm 

2 种 (543 nm 和 633 nm) 

2 个 

奔腾 处 理 器 , Window 操作 系统 
16 位 if LBL bmp 格式 图 像 
25" x 10.5" x L1.S"CK x BE x BH) 
电压 95 ~ 250 V, 频 率 条 ~ 63 Hz 交流电 
35 


样品 载体 移动 ,光源 固定 ,多 个 激光 头 , 连 
gH 


0.75 
所 有 标准 的 1*x REH 

不 小 于 22 mm x 73 mm 

全 视 场 最 大 +10% 

最 大 每 秒 20 线 

5.10,20,30 3È 50 jum 

4 Ëh (488,514,543 593,612 BX 633 nm) 
10 个 以 上 

奔腾 处 理 器 ,Window 操作 系统 

16 位 Hf AR bmp 格 式 图 像 

30" x 15.5" x 13.5 (Kx BE x BH) 
HE 95 ~ 250 Y, 频 率 47 ~ 63 王 交 流 电 
的 ~70 磅 (取决 于 激光 器 数目 》 


ScanAmaye 扫描 仪 是 一 种 能 移动 载 玻 片 ,使 用 稳定 光学 系统 、 拥 有 多 种 激光 器 的 共聚 焦 扫 
描 妖 。 它 使 用 简单 的 光学 系统 ,拥有 很 大 的 数值 孔径 和 高 收集 效率 , 且 成 本 很 低 。 紧 凑 的 结构 
能 减少 实验 室 占用 的 空间 ,拥有 这 么 多 优点 而 不 会 减少 工作 量 ,巨大 的 努力 已 研制 出 可 控制 样 


=, ScanArray® 扫描 仪 结 构 组 成 


品 移动 的 机 械 装置 ,每 秒 扫描 可 达 20 线 。 
HeNe 激光 器 和 和 气 离 子 激光 器 提供 不 同 波长 的 激发 光 , 一 抉 几何 分 光 镜 和 特殊 设计 的 发 射 
滤 光 片 能 最 低 限度 地 降低 激光 反射 光 。 


用 户 可 以 通过 主机 来 控制 


ScanArray® 3 000 或 通过 网 络 联接 控制 ScanArray® 5 000。 使 用 


Windows ~ 95 或 98 或 NT 操作 系统 ,能 够 快速 ,方便 地 操作 扫描 仪 ,自动 完成 多 种 任务 。 表 16 
-3 罗列 出 其 最 重要 的 性 能 规格 。 
比较 起 来 , 微 阵列 扫描 器 是 复杂 的 ,许多 性 能 测量 是 互相 关联 ,选择 标准 不 要 局 腿 单一 规 


格 , 要 整体 评估 。 


16-15 和 


图 像 。 
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16 -16 是 使 用 ScanAmay 仪器 获得 的 一 些 灰 度 级 微 阵列 扫 描 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


图 16- 16 测量 系统 探测 灵敏 度 (FITC 样品 ,每 组 4 个 样品 点 ,从 右 到 左 浓度 依次 降低 ) 


=. ScanArray® 扫描 器 优点 


与 其 他 商用 微 阵列 扫描 器 相 比 ,新 型 ScanAmay* 扫描 器 显示 出 几 种 优点 : 
. WOES RRA 
全 范围 高 能 量 激光 光源 ,涵盖 最 广泛 的 荧光 检测 波段 
. 扫描 精度 可 从 5 ~ 50 pym 分 级 调整 。 
高 灵敏 度 达 0.1 荧光 分 子 / pn? ,分 辩 率 高 达 5 jm 像素 点 。 
. 快速 全 玻 片 范围 扫描 时 间 仅 需 5 min。 

6. 实时 激发 及 检测 光路 校正 ,确保 仪器 间 和 仪器 内 的 时 间 温 度 最 小 漂移 ,全 自动 信号 增 
益 及 平衡 ,荧光 信 噪 比 最 高 。 

7. 高 度 自动 化 安全 的 运行 及 WINDOWSNT 操作 平台 ,高 速 局 域 网 数据 处 理 设置 ,顺应 当今 
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科研 潮流 ,可 配 导 条形码 阅读 系统 进行 自动 化 芯片 及 基因 标识 示 踪 定位 ,自动 进 片 器 省 时 省 
力 。 


8. 极 灵 活 、 外 形 精 致 节省 空间 ,激光 头 休 眼 功能 可 有 效 延长 仪器 寿命 。 
另外 ,用 户 经 过 少量 的 训练 就 能 调节 仪器 获得 最 大 工作 量 。 


GBAA) 
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‘ 第 十 七 章 
生物 芯片 在 医学 中 的 应 用 


内 容 提 要 


基因 芯片 是 在 基因 组 水 平 上 发 现 并 研究 基因 功能 的 有 力 工 具 。 基因 汞 片 技术 作为 一 
种 高 通 量 、 超 微量 的 检测 技术 ,在 医学 领域 中 将 有 独到 的 优势 ,是 疾病 诊断 \ 治 疗 、 预 防 、 和 
机 理 研究 的 有 力 工具 。 本 章 重 点 介绍 了 基因 芯片 在 ;四 遗传 病 的 突变 分 析 和 诊断 ;加 单 核 
普 酸 多 态 性 (SNPs) 检 测 及 其 与 疾病 相关 性 研究 中 的 应 用 ;@ 肿 痛 基 因 表 达 谱 的 研究 、 寻 找 
肿瘤 相关 基因 并 探讨 其 功能 、 肿 瘤 分 型 和 诊断 、 萍 选 抗 癌 药 物 和 检测 肿瘤 治疗 效果 中 的 应 
用 实例 ;@ 肝 脏 疾 病 诊疗 中 的 应 用 ;@ 病 原 微生物 快速 诊断 ,特别 是 耐 药性 和 亚 型 分 析 中 应 
用 ,也 为 监控 新 现 和 再 现 病原 体 提供 了 重要 的 技术 手段 ;@ 药 物 作 用 机 制 、 毒 副作用 评价 、 
高 通 量 第 选 诸 方 面 的 应 用 ,特别 是 指导 个 性 化 用 药 中 的 应 用 ;法 医 物 证 学 法 医 病理 学 等 
方面 的 应 用 展望 。 


第 一 节 ”基因 芯片 技术 在 基因 组 功能 研究 中 的 应 用 


一 、 寻 找 和 发 现 新 基因 


为 了 从 众多 的 文库 克隆 中 找 出 所 需要 的 基因 克隆 ,传统 的 方法 是 采用 菌落 印迹 ,十 分 费 
时 ,而 且 每 次 只 能 筛选 一 个 目的 基因 。 而 基因 芯片 技术 (DNA chip technique) 的 效率 要 高 得 多 。 
将 cDNA 文库 的 克隆 扩 增 ,以 点 阵 形式 排列 在 载体 上 ,用 特定 的 赛 核 苷 酸 探 针 系统 与 其 杂交 ， 
对 杂交 信号 进行 分 析 即 可 快速 地 对 文库 中 代表 不 同 基因 的 cDNA 克隆 予以 鉴定 和 分 类 。 通 过 
相应 的 公式 计算 出 克隆 的 相似 系数 (SIM) ,并 进行 比较 ,不 但 可 以 得 到 各 基因 的 表达 丰 度 ,而 且 
可 以 发 现 新 的 基因 。Drmanac 等 曾 用 cDNA 芯片 进行 大 范围 的 基因 寻找 ,把 来 自 婴 儿 脑 组 织 的 
73 536 种 cDNA 克隆 点 在 3 张 杂交 膜 上 ,分 别 与 数量 为 320、230、200 的 探 针 系统 杂交 。 探 针 中 
有 1/3 是 在 编码 区 出 现 频率 最 高 的 寡 核 苷 酸 ,1/3 是 在 非 编码 区 或 ALU 重复 序列 中 出 现 频率 
最 高 的 寡 核 萌 酸 。 杂 交 后 成 功 地 对 19 726 种 基因 进行 了 鉴别 ,还 发 现 文库 中 约 20 000 个 基因 
属于 组 织 特异 性 基因 。 比 较 SIM 值 发 现 了 约 2 000 个 新 基因 。 

1996 年 ,Schena M 等 又 应 用 cDNA 的 微 阵列 检测 了 了 细胞 经 热 休 克 或 佛 波 酯 处 理 后 基因 
表达 的 变化 ,进一步 显示 了 芯片 技术 在 了 细胞 人 类 基因 表达 检测 、 生 物 学 功能 研究 和 基因 发 现 
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方面 的 应 用 。 从 外 有 周 血 淋巴 细胞 cDNA 文库 中 ,随机 挑 取 1 046 个 未 知 序列 的 克隆 ,插入 片段 
经 扩 增 后 ,用 高 速 点 样 仪 连同 10 个 对 照 点 在 玻 片 上 形成 微 阵 列 。 分 别 用 两 种 不 同 的 荧光 素 标 
记 来 自 正常 培养 了 细胞 , 热 休克 处 理 的 了 细胞 (43 皂 温 译 4h) 和 佛 波 本 处 理 的 了 细胞 (50 ng 佛 
波 酯 处 理 4 hb) 的 cDNA ,再 与 芯片 进行 杂交 。 结 果 在 热 休克 反应 中 ,发 现 17 个 基因 差异 表达 ， 
其 中 11 个 受热 体 克 处 理 诱导 表达 ,6 个 受热 休克 处 理 表达 下 调 。 经 测序 分 析 ,17 个 基因 中 ,5 
个 表达 最 高 的 是 了 种 热 休 克 蛋 白 , 另 有 3 个 为 新 基因 。 在 佛 波 酯 处 理 的 了 细胞 中 ,发 现 6 个 基 
因 表 达 有 差异 ,其 中 一 个 为 新 基因 。 

用 赛 核 苷 酸 芯片 也 可 发 现 未 知 基 因 。 有 odickal 等 用 4 种 共 含 260 000 组 25 m FERAY 
基因 芯片 覆盖 酵母 基因 组 的 所 有 开放 阅读 框 ,将 酵母 细 胞 分 别 在 营养 培养 基 和 基础 培养 基 上 
生长 ,杂交 结果 显示 :90% 的 基因 在 两 种 培养 基 上 都 有 表达 , 灵 铂 度 达 0.05 ~ 6 个 拷贝 /细胞 ， 
发 现 有 176 种 mRNA 在 丙种 培养 基 中 有 表达 差异 ,包括 一 些 功能 未 知 的 基因 。 

由 于 基因 芯片 技术 可 以 同时 检测 到 组 织 或 细胞 内 多 达 10 000 种 基因 mRNA 的 表达 水 平 ， 
因此 与 针对 单一 信号 转 导 途径 的 研究 方法 相 比 可 同时 采集 到 信号 转 导 网 络 中 多 个 节点 的 基因 
表达 信息 。 如 用 异 丙 肾上腺 素 (1S0) 和 血管 紧张 家 WC AngI) 持 续 注射 刺激 可 引起 明显 的 心肌 
肥厚 ,而 撤除 这 种 刺激 可 逆转 这 一 过 程 。Fxiddle 等 以 含 4 000 个 cDNA/ESTs 的 微 阵列 检测 经 
ISO /AngI 处 理 的 小 鼠 心 室 的 基因 表达 ,结果 发 现 共有 55 种 基因 的 mRNA 水 平 发 生 了 改变 。 
其 中 32 种 仅 出 现在 心肌 肥 摩 的 形成 过 程 中 ,包括 7 种 分 泌 蛋 白 ,2 种 结构 蛋白 ,一 些 信号 分 子 ， 
AN FCE - 2,COMT PKC 及 9 种 新 基因 ;有 8 种 基因 仅 在 心肌 肥厚 的 逆转 过 程 中 出 现 ; 还 有 二 种 
基因 如 酷 氨 酸 激酶 受 体 ICF- 二、 转录 因子 141 .激酶 Jak3 和 MEKK 以 及 3 种 新 基因 同时 出 现在 
两 个 过 程 中 。 该 研究 发 现 了 与 心肌 肥厚 及 其 北 转 过 程 相关 的 一 系列 新 基因 ,建立 了 新 的 研究 
HA. 


二 、 基 因 表 达 分 析 


基因 表达 分 析 是 基因 芯片 技术 在 基因 功能 研究 中 最 重要 的 应 用 方面 。 人 类 基因 组 编码 几 
方 个 不 同 的 基因 ,要 理解 其 基因 功能 需要 具备 监测 大 量 mRNA 的 实验 工具 。 长 期 以 来 对 于 同 
时 分 析 多 个 基因 的 表达 受到 技术 方法 的 限制 。RT - PCR, Northern - blot 和 RNase 保护 实验 只 
能 在 同一 时 间 内 完成 对 用 个 基因 的 检测 ;差异 显示 技术 难以 标准 化 ,重复 性 差 ; 减 数 杂交 在 去 
除 tRNA 的 同时 难免 造成 低 丰 度 mRNA 的 丢失 ,敏感 性 降低 。1998 年 Antoine 用 总 RNA 探 针 与 
寒 核 攻 酸 芯片 杂交 对 细菌 的 表达 基因 进行 定量 监测 时 发 现 其 重复 性 及 敏感 性 均 较 好 。 基 因 芯 
片 技 术 将 大 量 的 功能 基因 制 成 表达 谱 芯 片 ,用 不 同 的 荧光 染料 标记 不 同 组 织 或 细胞 的 mRNA, 
与 芯片 上 的 基因 杂交 ,扫描 ,可 得 到 基因 在 不 同 组 织 或 细胞 的 表达 谱 图 片 。 再 通过 计算 机 分 析 
这 些 基因 在 不 同 组 织 中 表达 的 差异 ,可 直接 快速 地 同时 监测 成 千 上 万 的 基因 ,这 是 进行 基因 功 
能 研究 的 重要 而 高 效 的 手段 。 通 过 获得 的 大 量 信息 ,可 同时 对 一 系列 基因 表达 的 个 体 特异 性 、 
组 织 特异 性 .发 育 分 化 的 时 空 特异 性 及 诱导 因素 特异 性 进行 综合 分 析 和 判断 ,迅速 确立 基因 与 
疾病 间 的 关系 。 

与 传统 的 方法 相 比 ,用 芯片 技术 研究 基因 的 表达 有 如 下 优点 :微型 检测 系统 ,对 样品 的 
EEA © 同时 研究 上 万 个 基因 的 表达 变化 ,揭示 基因 辣 的 作用 关系 ,效率 明显 提高 ;四 灵 
敏 度 高 ,可 检 测 低 丰 度 基 因 的 表达 。 

Lockhart 等 对 芯片 技术 定量 检测 基因 表达 的 敏感 性 、 特 异性 进行 了 研究 。 在 阵列 的 杂交 实 
验 中 ,将 10 种 细胞 因子 的 mRNA 通过 体外 转录 反应 摊 人 荧光 素 标记 ,然后 随机 地 将 该 RNA BE 
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冶 列 裂解 为 平均 50 ~ 100 REACH BE, SRM BAB cDNA 文库 的 标记 RNA 混合 
杂交 。 标 记 RNA 的 水 平 在 1:300 到 1:300 000 之 间 ,40 和 平行 杂交 15 ~ 16 h, 可 重复 性 地 检测 


出 该 10 种 细胞 因子 的 RNA, 且 杂交 强度 与 1:300 000 到 


1:3 000 之 间 的 RNA 靶 浓 度 呈 线性 关 


Ao TE 1:3 000 到 1:300 之 问 的 信号 则 呈现 4 或 5 们 增强。 但 通过 减少 杂交 时 间 ,线性 反应 范 


围 可 延伸 至 较 高 浓度 。 在 小 鼠 蛋 细胞 制 备 的 cDNA 文库 
1:30 000 之 间 ,将 1:300 000 7K KY IL - 10 混合 到 样品 


中 ,已 知 IL- 10 的 水 平 在 1:60 000 到 
中 , 仍 能 正确 地 检测 出 加 入 的 正 - 10 


RNA 量 , 这 提示 芯片 技术 能 人 敏感 地 反映 基因 表达 中 的 微小 变化 。 


其 研究 方法 如 下 :中 从 公共 数据 库 中 对 预测 的 开放 阅读 
识别 被 确认 的 ORFs 序列 起 始 和 终止 位 点 两 侧 的 碱 基 信 
物 并 自动 合成 引物 序列 ,对 ORFs 进行 扩 增 ;@@ 自 基因 组 


基因 芯片 已 经 可 以 对 某 些 生物 在 整体 基因 组 中 的 水 平 进行 迅速 .平行 的 全 基因 表达 分 析 。 


框 (ORFs) 序 列 信息 进行 查询 确认 ;@ 
息 ;@ 根 据 这 些 碱 基 序列 选择 PCR 引 
DNA 扩 增 所 有 的 ORFs;@@ 采 用 自动 化 


微 阵 列 制 片 装置 将 PCR 扩 增 产物 制 成 阵列 。1999 年 Chamber 等 首次 利用 DNA 芯片 技术 对 和信 
巨细 胞 病毒 (HCMY) 基 因 组 的 几乎 全 部 基因 的 ORFs 进行 了 表达 监测 。 用 丙 氧 甲 基 岛 嗓 叭 和 


环 已 栈 亚 胺 分 别 封 阻 病毒 DNA 的 复制 和 看 白 合成 ,根据 
变 进行 了 分 类 ,描述 了 立即 早期 基因 、 早 期 基因 、 早 晚期 
中 的 表达 图 谱 , 发 现在 各 个 时 相 之 间 可 能 存在 调节 因子 ， 


基因 开放 阅读 框 表达 的 时 间 动 力学 改 
基因 、 晚 期 基因 在 整个 HCMYV 基因 组 
值得 进一步 研究 。 以 同样 的 方式 使 用 


高 密度 DNA 点 阵 装 置 将 2 479 个 酵母 ORFs 固定 在 载体 上 ,可 用 于 与 一 系列 标记 的 cDNA 样品 


杂交 ,以 进行 相关 的 研究 。 


在 入 类 的 基因 表达 分 析 研究 中 ,DNA 芯片 是 系统 研究 疾病 相关 基因 功能 的 重要 手段 ,如 
对 肿瘤 相关 基因 的 研究 。 由 于 细胞 间 的 基因 表达 差异 往往 能 反映 出 这 些 细胞 发 育 正常 还 是 向 
恶性 化 方向 发 展 ,芯片 技术 能 够 提供 多 个 基因 差异 表达 的 信息 ,不 但 可 以 确定 与 肿瘤 发 生 相关 
的 基因 ,而 且 可 以 初步 确定 可 能 的 作用 。 其 做 法 是 :首先 将 已 知 的 或 可 能 与 肿瘤 相关 的 基因 固 
定 于 芯片 上 ,这 些 特 定 的 基因 片段 来 源 于 cDNA XH ESTs 序列 或 基因 组 序列 。 分 别提 取 正 党 
入 群 和 肿瘤 感 者 的 mRNA 进行 反 转录 ,同时 欧 光 标记 ,与 芯片 上 的 基因 杂交 ,可 分 别 得 到 正常 
人 入 群 的 基因 杂交 图 和 患者 的 基因 变化 图 。 再 用 计算 机 比较 它们 的 基因 表达 差异 。 当 患者 的 群 


体 足 够 大 时 ,就 可 能 得 到 所 有 的 癌症 相关 基因 。 只 有 通过 芯片 才 可 能 在 短 时 间 内 完成 如 此 巨 
大 的 工程 。 通 过 分 析 它 们 在 基因 组 中 的 位 置 及 与 其 他 生物 进行 同 源 比较 ,可 以 获得 关于 这 些 


基因 功能 的 进一步 的 线索 。 还 可 以 据 此 制作 点 突变 检测 


或 肿瘤 基因 诊断 芯片 。 将 cDNA 差异 


分 析 (RDA) 与 DNA 芯片 联 用 可 迅速 第 选 负 肿瘤 细胞 中 特征 基因 的 差异 表达 克隆 。 如 为 了 比 
较 两 种 具有 不 同 生物 学 行为 的 Ewing 肉瘤 组 织 样品 的 差异 ,构建 了 它们 的 差 减 文库 。 鸟 枪法 
将 RDA 产物 克隆 到 质粒 载体 上 ,以 克隆 的 RDA 产物 制作 微 阵列 ,然后 对 来 自 两 种 肿瘤 组 织 的 
mRNA 的 道 转录 产物 扩 增 后 进行 双色 荧光 标记 及 杂交 反应 。 发 现 荧光 信号 的 强度 与 RDA 产 
物 及 初始 mRNA 的 丰 度 具有 很 好 的 相关 性 。 有 50 个 单一 的 差异 表达 克隆 被 识别 。 

心血 管 系统 由 多 种 组 织 细胞 组 成 ,其 生理 和 病理 改变 的 分 子 机 制 十 分 复杂 。 基 因 芯 片 技 
术 可 以 对 其 进行 多 环节 、 多 层次 的 研究 。 在 用 基因 芯片 对 大 忌 心 肌 重 塑 模型 的 表达 谱 的 研究 
中 ,Stanton 使 用 了 有 7 000 个 cDNA/ESTs 的 微 阵列 。 杂 交 结果 显示 :经 过 2 ~ 16 周 缺 血 栅 伤 引 


起 的 心肌 重 塑 过 程 中 有 731 个 基因 的 表达 发 生 了 改变 。 


多 种 细胞 外 基质 如 胶原 履 白 , 晨 粘 连 


蛋白 . 纤 粘 连 蛋 等 的 表达 明显 增高 ,一 些 细胞 骨架 蛋白 的 表达 也 有 增强 ,但 收缩 蛋白 的 表 达 


减弱 ,提示 心脏 的 顺应 性 降低 。 伴 随心 力 衰竭 的 出 现 ,一 些 与 脂肪 酸 代谢 相关 的 酶 类 表达 减 
能 ,而 一 些 与 糖 代 谢 相关 的 酶 类 表达 增强 。 说 明 心脏 的 能 量 利 用 模式 转 为 快捷 低 效 的 方式 。 
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而 与 细胞 分 化 . 继 胞 周期 相关 的 基因 很 少 发 生 表达 水 平 的 改变 。 以 上 研究 结果 表明 基因 芯片 
技术 通过 从 整体 水 平 提供 不 同 基因 的 表达 信息 ,可 使 我 们 获得 特定 的 生理 与 病理 状态 相关 的 
基因 谱 , 包 括 已 知 的 和 未 知 的 。 

上 述 实验 说 明定 量 监测 大 量 基因 的 表达 水 平 在 阐述 基因 功能 、 发 现 可 能 的 诊断 及 治疗 轰 
点 等 方面 是 很 有 价值 的 。 在 缺乏 任何 序列 信息 的 条 件 下 , 微 阵列 可 用 于 基因 发 现 和 基因 表达 
检测 。 既 提高 了 实验 效率 ,又 降低 了 系统 误差 。 目 前 ,大 量 人 类 ESTs 给 cDNA 微 阵列 提供 了 
丰富 的 资源 。 数 据 库 中 400 000 个 ESTs 代表 了 所 有 人 类 基因 ,成 千 上 万 的 ESTs 微 阵列 将 为 人 
类 基因 表达 研究 提供 强 有 力 的 分 析 工 具 。 这 将 大 大 地 加 速 人 类 基因 组 的 功能 研究 。 


=. DNA 序列 测定 与 序列 间 比 较 


1.DNA 序列 测定 。 快 速 测序 是 发 展 DNA 芯片 的 初 囊 。 基 于 凝 胶 的 测序 分 析 实 质 上 都 是 
一 维 的 分 离 实验 ,而 芯片 杂交 实验 可 以 很 经 济 地 进行 大 规模 的 实验 。 芯 片 技术 中 杂交 测序 
(sequencing by hybridization, SBH) 技 术 及 邻 堆 杂 交 ( contiguous stacking hybridization, CSH) 技 术 即 
是 一 种 新 的 高 效 快速 测序 方法 。SBH 技术 的 原理 是 将 未 知 序列 的 吉 DNA 与 大 量 含 不 同 序列 
的 赛 核 昔 酸 集合 杂交 形成 完整 的 双 链 体 ,根据 碱 基 配 对 的 原理 确定 其 互补 的 靶 核 酸 序 列 。 在 
显微镜 下 对 杂交 部 位 进行 鉴定 和 分 析 并 经 计算 机 分 析 处 理 , 拼 接 出 正确 的 缀 DNA 序列 。 可 被 
分 析 的 目标 长 度 大 约 等 于 点 阵 上 赛 核 背 酸 数目 的 平方 根 。 含 65 536 个 八 核 苷 酸 的 微 阵列 能 
确定 约 200 个 核 昔 酸 长 度 的 序列 。SBH 技术 的 效率 随 着 微 阵列 中 寒 核 背 酸 数量 与 长 度 的 增加 
而 提高 ,但 同时 也 提高 了 微 阵列 的 复杂 性 ,降低 了 杂交 的 准确 性 。CSH 技术 弥补 了 SBH 技术 
存在 的 弊端 ,又 增加 了 微 阵 列 中 守 核 苷 屋 的 有 效 长 度 , 加 强 了 序列 准确 性 ,可 进行 较 长 的 DNA 
测序 。 计 算 机 模拟 证 明 8 RECT MES RR EA MET TAER 
长 的 DNA 序列 。 

2. 芯 片 技术 可 用 于 序列 比较 研究 。 在 遗传 分 析 和 基因 组 分 析 中 ,常常 需要 进行 大 规模 的 
序列 比较 ,确定 序列 之 间 的 相似 性 。 利 用 芯片 进行 序列 比较 的 原理 是 :一 特定 DNA 在 芯片 上 
的 杂交 特征 可 与 一 已 知 序列 的 DNA 片段 相 比较 (杂交 特征 由 短 寡 核 苷 酸 探 针 集合 与 靶 DNA 
杂交 的 分 值 组 成 ) ,一 个 最 高 得 分 的 特定 DNA 清单 (LIST) 与 已 知 序列 的 清单 比较 用 来 判断 
相似 性 。 这 种 方式 可 避免 序列 重建 这 个 中 间 步骤 ,有 利于 结果 识别 的 专 一 性 。 

基因 家 族 各 成 员 间 的 序列 比较 分 析 , 对 于 确定 基因 的 结构 功能、 调节 和 进化 等 都 是 很 有 
价值 的 ,而 建立 在 杂交 技术 之 上 的 序列 分 析 可 加 快 人 们 对 于 不 同 物种 的 相关 序列 的 研究 。Ha- 
cia 等 利用 赛 核 苷 酸 基因 芯片 技术 研究 了 黑猩猩 ,大 猩猩 和 猩猩 等 密切 相关 物种 的 DNA 序列 。 
他 们 发 现 对 97% 以 上 核 共 酸 序列 相同 的 高 级 吴 乳 动物 可 获得 正确 率 为 99.91% 的 碱 基 硕 序 。 
应 用 二 级 确认 杂交 芯片 策略 ,就 可 以 得 到 它们 的 定向 进化 同 源 基因 的 全 部 序列 。 因 此 本 方法 
可 用 于 人 类 基因 组 多 样 性 计划 和 进化 计划 的 研究 。 

杂交 测序 的 不 足 之 处 在 于 :@D 赛 核 苷 酸 集 合 的 组 成 各 不 相同 ,在 同一 芯片 上 不 可 能 都 处 于 
最 佳 杂 交 条 件 , 因 此 难免 出 现 假 阳性 和 假 阴 性 ;@ 存 在 碱 基 错 配 如 C- T, G - A, 难 以 检测 ;@ 
SBH 不 适 于 含 大 量 内 部 简单 重复 序列 单元 的 DNA 的 序列 测定 。 


四 、 突 变 体 和 多 态 性 的 检测 


人 类 基因 组 是 一 个 高 度 变 异 的 体系 。 人 类 基因 组 序列 图 是 基于 个 体 的 序列 ,并 未 反映 其 
变异 的 一 面 。 为 了 分 析 基因 的 多 态 性 与 生物 功能 和 疾病 的 关系 ,需要 对 大 量 个 体 的 基因 型 进 
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行 比较 ,分析 。 由 于 大 多 数 性 状 和 遗传 性 疾病 是 由 多 个 基因 同时 决定 的 ,分 析 起 来 十 分 困难 ， 
基因 芯片 技术 恰恰 解决 了 这 一 难题 。SBH 技术 可 大 规模 地 检测 和 分 析 DNA 的 变异 及 多 态 性 。 
近来 又 利用 结合 在 玻璃 支持 物 上 的 等 位 基因 特异 性 寡 核 共 酸 (ASOs) 微 阵列 建立 了 简单 快速 
的 基因 多 态 性 分 析 方 法 。 又 称 DAFT( Direct Allele - Specific fluorescene targeting), EEH RE: 
中 将 ASOs 共 价 固定 于 玻璃 载 片 上 ;@ 采 用 PCR 扩 增 基因 组 DNA ,其 一 条 引物 用 荧光 罕 标 记 ， 
另 一 条 引物 用 生物 素 标记 ;@ 分 离 两 条 互补 的 DNA 链 , 将 荧光 素 标 记 DNA 和 链 与 微 阵列 杂交 ; 
外 通过 荧光 扫描 检测 杂交 模式 , 即 可 测定 PCR 产物 存在 的 多 种 多 态 性 。 用 该 方法 对 人 的 栈 氨 酸 
酶 基因 第 4 个 外 显 子 内 含有 的 5 个 单 碱 基 突 变 进行 了 分 析 , 结 果 显 示 单 碱 基 错 配 与 完全 匹配 的 
杂交 模式 非常 易于 区别, 证 明 这 种 方法 可 快速 .定量 地 获得 基因 信息 。Kozal 等 应 用 基因 芯片 研 
究 了 末 曾 接触 蛋白 酶 抑制 剂 的 HIV 患者 中 HIV ~ 1 clade B 蛋白 酶 的 多 态 性 ,并 用 Sanger 法 进行 
了 测序 ,验证 基因 芯片 所 得 的 结果 。 总 共 分 析 了 114 例 样本 ,发 现 了 在 99 个 氨基 酸 位 置 上 有 
和 .5% 的 样本 出 现 多 态 性 ,两 种 方法 的 一 致 性 达 98%。 现 在 , Affymetrix 公司 已 制造 出 商用 HIV 芯 
片 ,包括 1 040 个 蛋白 酶 和 反 转 录 酶 基因 ,用 来 研究 病毒 抗 性 发 展 过 程 中 的 碱 基 突 变 。 

高 密度 探 针 阵列 可 检测 具有 特征 性 的 较 长 序列 的 相关 多 态 性 与 变异 。 第 选 1 000 MEE 
酸 序列 的 变 蜡 与 多 态 性 需要 4 000 个 探 针 。 用 100 pm 合成 位 点 ,设计 需 1.28 om? REF HERE 
KH 16 000 个 探 针 ,能 筛选 4 kb 序列 。Ineyte 公司 的 微 排序 技术 结合 Zooseq 数据 库 中 存 有 的 
ANB OK BUA] Cynomolgus 狼 等 的 基因 组 序列 ,能 够 比较 不 同 生物 的 基因 差异 ,并 对 新 药 的 药理 
学 和 毒 理学 进行 研究 ,为 临床 用 药 提供 线 索 。 

需 记 指出 的 是 ,虽然 基因 芯片 具有 快捷 \ 高 效 的 优越 性 ,但 目前 对 其 应 用 也 有 一 定 的 局 限 
性 。Q 虽 基因 芯片 不 能 对 竺 检测 基 因 在 多 细胞 类 型 组 织 中 的 精确 定位 进行 判断 ,而 原 位 杂交 技 
术 可 以 克服 此 缺点 ;@ 利 用 基因 芯片 进行 表达 分 析 检 测 的 是 转录 水 平 的 改变 ,如 果 蛋 白质 调节 
其 功能 主要 不 是 依赖 其 是 否 表达 或 表达 量 高 低 , 而 是 依赖 蛋白 质 磷 酸化 - 去 磷酸 化 等 方式 , 那 
么 在 此 这 种 情况 下 ,作为 核酸 类 的 生物 芯片 就 没有 太 大 意义 ,而 蛋白 类 芯片 可 能 会 发 挥 作用 ; 
@ 在 研究 发 育 过 程 中 基因 表达 的 空间 定位 时 FISH 方法 较 微 阵列 复 有 效 ;@@ 对 高 度 重复 序列 的 
检测 还 应 使 用 传统 的 电泳 方法 ;加 亲缘 关系 较 远 的 生物 基因 组 大 片段 未 知 序列 杂交 测序 的 准 
确 性 不 够 高 。 此 外 ,在 用 芯片 进行 不 同 实验 时 ,如 何 确 定 一 个 合适 的 比较 标准 ,如 何 准确 衡量 
低 拷贝 mRNA 的 微小 改变 ,都 是 现 阶段 尚未 完善 的 工作 。 

电 前 ,国外 已 经 有 10 ERAF DNA 芯片 研究 的 公司 ,一般 的 实验 室 可 以 根据 实验 需要 选 
择 购 买书 经 商 唱 化 的 预制 芯片 。 目 前 已 经 有 不 少 厂家 提供 成 熟 的 商品 化 芯片 ,如 Affymetrix, 
Clontech 等 公司 ,产品 质量 非常 可 靠 。 也 可 以 依照 用 户 的 实际 研究 工作 的 需要 , 量 身 定做 特殊 
作用 的 芯片 ,设计 制备 芯片 的 费用 根据 芯片 上 的 基因 种 类 、 数 量 、 阵 列 格式 、 提 供 信息 的 价值 来 


基因 芯片 技术 要 成 为 实验 室 研究 或 临床 可 以 普遍 采用 的 技术 仍 有 一 些 关键 问 题 亚 待 解决 
如 :@ 提 高 基因 芯片 的 特异 性 ;@ 简 化 样品 的 制备 和 标记 操作 ; @ 增 加 信号 检测 的 灵敏 度 ; 国 高 
度 集成 化 样品 制备 基因 扩 增 ,核酸 标记 及 检测 仪器 的 研制 和 开发 。 上 述 问题 是 当前 和 今后 一 
段 时 期 内 国内 外 基因 芯片 技术 研究 的 焦点 。 

总 之 ,基因 芯片 技术 虽然 还 存在 这 样 或 那样 的 问题 ,但 其 在 基因 表达 分 析 、 基 因 诊断 \ 药 物 
筛选 及 序列 分 析 等 诸多 领域 已 呈现 出 广阔 的 应 用 前 景 。 随 着 芯片 技术 向 自动 化 微型 化 \ 多 翌 
化 的 发 展 以 及 成 本 不 断 降低 ,基因 芯片 技术 的 应 用 将 成 为 我 们 认识 生命 本 质 的 捷径 。 

(PEF F 健 ) 


m- 


第 十 七 章 ”生物 芯片 在 医学 中 的 应 用 


第 二 节 ”生物 芯片 技术 用 于 单 核 车 酸 多 态 性 的 检测 


不 同 种 族 的 人 会 有 不 同 的 肤色 和 其 他 外 狐 特 征 的 差异 ,还 有 些 人 天 生 具 有 成 为 伟大 艺术 
家 或 是 运动 员 的 天 赋 , 而 有 些 人 年 纪 轻 轻 就 得 了 严重 的 疾病 。 存 在 于 人 们 身上 的 这 些 差异 实 
际 上 都 有 其 遗传 基础 , DNA 上 的 差异 改变 了 菜 些 重要 蛋白 的 作用 方式 。 有 时 这 种 差异 只 是 
DNA 上 的 一 个 单 核 咎 酸 的 不 同 ,而 且 许 多 人 同时 具有 这 种 差异 ,我 们 称 之 为 单 核 背 酸 多 态 性 
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) 。 

单 核 音 酸 多 态 性 是 指 在 基因 组 水 平 上 的 特定 位 点 由 单个 核 背 酸 的 变异 所 引起 的 DNA 序 
PISA. 具体 的 说 ,SNPs 是 指 基 因 组 内 特定 核 苷 酸 位 置 上 存在 两 种 或 多 种 不 同 的 碱 基 ， 
中 最 少 一 种 在 群体 中 的 频率 不 应 小 于 1%。 

1998 年 国际 上 就 已 开展 了 发 现 新 SNPs 的 研究 ,目前 ,不 仅 在 人 类 染色 体 上 ,而 且 在 其 他 
生物 的 基因 组 上 也 已 建立 了 SNPs 图 谱 。 现 在 ,已 鉴定 和 放 人 数据 库 中 的 SNPs 已 超过 210 万 
个 。 我国 现在 也 已 启动 中 华 民 族 基因 组 单 核 苷 酸 多 态 性 (SNPs) 系 统 目录 的 构建 与 研究 。 

研究 表明 ,人 类 在 基因 组 上 的 相似 率 达到 99.9%. SNPs 是 人 类 基因 变异 的 一 种 最 常见 
形式 , 占 所 有 已 知 多 态 性 的 9 名 以 上 。SNPs 出 现 的 频率 估计 是 1/1 000 bp ~ 10/1 000 bpo FE 
人 类 全 部 基因 组 中 ,可 能 存在 着 300 万 ~ 1 000 万 个 SNPs。 不 同 的 人 群 (种 ) 有 不 同 的 SNPs 分 
布 特征 ,这 是 他 们 的 种 族 起 源 、 各 种 遗传 疾病 易 感性 .外貌 和 生理 特征 等 各 方 而 的 差异 在 基因 
组 水 平 上 的 表现 。SNPs 对 医学 研究 临床 诊断 ,临床 药物 试验 .新 型 药物 的 开发 ,物种 进化 和 
MENA ,法 医学 以 及 群体 遗传 学 的 发 展 具有 重要 意义 ,而 且 成 为 新 一 代 遗 传 标记 ,可 简化 现 
已 绘制 的 庞大 的 人 类 基因 组 图 谱 , 有 利于 对 疾病 相关 基因 定位 研究 ,尤其 是 对 多 基因 遗传 病 进 
行 准确 基因 定位 。 

理论 上 讲 , 由 于 同一 位 点 可 以 出 现 4 PERG CAT), AIE SNPs 既 可 能 是 二 等 位 多 
态 性 ,也 订 能 是 3 或 4 个 等 位 多 态 性 。 但 通常 SNPs 都 是 指 二 等 位 多 态 性 ,因为 后 两 种 情况 极 
为 罕见。 这 种 基因 上 碱 基 的 变异 大 多 数 为 转换 ,而 颠 换 较 少 ,转换 型 变异 约 占 2/3。 研 究 表明 
SNPs 出 现在 CG 序列 上 的 转换 最 为 常见 ,原因 是 CC 中 的 C 即 胞 喀 啶 其 中 大 多 数 是 甲 基 化 的 ， 
可 自发 地 脱 去 氨基 而 形成 胸腺 喀 啶 ,从 而 形成 CT 的 转换 。 在 基因 组 DNA 中 ,任何 碱 基 均 有 
可 能 发 生变 异 ,SNPs 既 有 可 能 在 编码 区 ,也 可 能 在 非 编 码 区 找到 。 不 过 ,实际 上 大 多 数 SNPs 
是 在 非 编码 区 找到 ,而 位 于 编码 区 内 的 SNPs(coding SNPs,cSNPs) 比 较 少 ,但 鉴定 出 编码 区 SNPs 
即 cSNPs 的 意义 非常 重大 ,因为 它 往往 代表 基因 型 和 表现 型 的 改变 。 

一 、SNPs 的 检测 技术 

SNPs 本 质 上 是 基因 组 DNA 序列 中 单个 碱 基 的 变异 ,理论 上 任何 用 于 检测 单 碱 基 突 变 或 
多 态 性 的 技术 都 可 用 于 SNPs 的 识别 或 检 出 。 传 统 的 SNPs 检测 方法 是 采用 一 些 已 有 的 成 熟 技 
术 , 如 DNA 测序 .限制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 (RFLP) , 单 链 构 象 多 态 性 (SSCP) 、 等 位 基因 特异 
的 窜 聚 核 背 酸 杂 交 (ASO) 、 窒 核 苷 酸 连接 分 析 (OLA)、 等 位 基因 特异 的 PCR(ARMS) 等 。 不 过 
这 些 技术 大 多 需要 进行 凝 胶 电 泳 检测 ,检测 过 程 费时 费力 ,不 易 自动 化 ,因此 未 被 广泛 采用 。 
日 前 已 有 多 种 新 方法 可 用 于 SNPs 检测 ,如 DNA 微 阵列 的 分 析 法 .变性 高 效 液 相 色 谱 (DH- 
PLC) „TaqMan 系统 .飞行 时 间 质 谱 (TOF - MS) ,侵入 测 试 .动态 等 位 基因 特异 的 杂交 、 窒 聚 核 
酸 特异 的 连接 等 。 目 前 , 仍 有 人 不 断 提出 新 的 检测 方法 , 表 17 - 2 中 对 这 些 方法 作 了 一 个 小 
结 ,在 他 们 的 文献 报道 中 许多 只 是 提出 了 一 个 大 概 方法 ,并 没有 详细 过 程 。 虽然 ,这 些 方法 痢 
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提 到 能 高 处 理 量 地 进行 SNPs 基因 分 型 ,但 是 它们 成 为 一 个 高 处 理 量 的 SNPs 基因 分 型 的 产品 
还 有 待 发 展 ,大 多 数 情况 下 ,这 些 方法 只 限于 学 术 领 域 ,很 难 形成 实际 应 用 。 

(—) DNA 微 阵列 分 析 法 

DNA 微 阵 列 法 的 基本 原理 是 : 以 玻璃 \ 硅 、 聚 丙烯 等 作为 载体 基 片 ,在 其 上 进行 微 阵列 分 
析 , 让 目标 DNA 与 大 量 核 苷 酸 阵 列 即 具 有 特定 碱 基 序列 的 帝 针 进行 杂交 ,通过 杂交 后 的 荧光 
检测 和 计算 机 分 析 , 便 可 测 出 被 检测 序列 的 变异 。DNA 微 阵 列 的 基本 过 程 如 下 。 

1. 赛 核 昔 酸 阵列 的 装配 。 通 常 有 两 种 技术 用 于 赛 核 背 酸 阵列 的 装配 。 一 种 是 预先 合成 
窒 核 撒 酸 后 加 到 荔 体 基 片 上 ; 另 一 种 是 在 基 片 表面 原 位 合成 守 核 背 酸 ,两 种 方法 各 有 其 优 缺 点 
( 表 17-1)。 


表 17 -1 列 阵 中 赛 核 背 至 不 同 合成 方法 的 比较 


操作 方法 RAG RRR A ERMA REE 
AREBAR 。 一 系列 与 基 片 结合 

纯化 方法 标准 方法 不 能 纯化 

适用 范围 同一 列 阵 沉 大 量 拷贝 (用 于 生产 ) 大 量 不 间 列 阵 的 单 拷贝 (典型 ) 


在 原 位 合成 守 核 萌 酸 ,通常 有 以 下 几 种 方法 : 

(1) 利 用 光平 板 印刷 术 (photolithographic approach) 合 成 赛 核 昔 酸 ,用 水 银 灯 将 光照 在 阵列 的 
光平 板 印刷 单 上 ,从 延伸 的 赛 核 背 酸 链 上 选择 性 地 移 去 光 不 稳定 的 去 保护 基 团 ,再 循环 合成 窜 
BEM, AAA RHR HATE. 

(2) 用 机 械 手臂 将 碱 基 合成 试剂 氨基 础 酸 脂 点 至 阵列 的 适当 位 置 上 ,循环 合成 预先 设计 的 
FRERE. 

(S) TED A EE RERE E TE 3 RL ETA RBE 
长 度 的 所 有 相关 序列 的 阵列 。 前 两 种 方法 可 以 在 基 片 的 任意 位 置 上 合成 赛 核 音 酸 ,而 后 一 种 
方法 则 不 能 在 任意 位 置 合成 不 相关 的 寡 核 苷 酸 。 阵 列 的 准备 是 用 专用 设备 在 基 片 表 而 分 割 出 
一 系列 区 带 ,可 系列 合成 不 相关 序列 的 赛 核 苷 酸 。 如 果 将 一 个 阵列 的 赛 核 华 酸 安置 在 一 个 平 
行 线 上 ,而 将 要 杂交 的 样品 成 行 垂 直 加 至 寡 核 苷 酸 上 ,这 样 一 次 可 进行 多 个 反应 。 在 单一 的 反 
应 中 ,阵列 也 能 分 割 出 一 系列 区 带 。 


表 17-2 SNPs 基因 分 昏 方法 和 特点 
一 


a 自动 化 
RRS Š BH 
要 优点 文献 
方法 位 基因 检测 x 主要 优点 等 位 | 分 析 
基因 
微 阵列 
oe _ Wang et al. [1998]; www. 
1.GeneChipp | 杂交 荧光 是 | 成熟 的 软件 ~ fymetrix . com 
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OR 
-7 T 
M 自动 化 
分 辨 等 b 分 辨 
方法 检测 循 | 主要 优点 文 
位 基因 环 等 位 | 分 析 | > 
基因 
2.APEX (amer | 荧光。 | 是 | 数据 质量 | 一 | y | Stamler e a [1995]; 
Pastinen et al. [1997] 
3.0LA gamt Bet 是 adel 一 | V J Khanna et al. [1999] 
4. EF XE 灵活 性 、 严 Edman et al. [1997]; Sos- 
列 杂交 aa 是 |a T | | vow et a.[1997] 
质谱 分 析 
原理 简单 , 快 Butler et al. [1996]; Griffin 
SA | 杂交 ae auaeme | | | eta. [i997] 
6. Masscode™ | 杂交 Mass tag 极 高 处 理 量 | NIA | NIA | www. qiagen. com 
7.Mass Tags | 杂交 Mass tag 一 | 高 处 理 量 — | NIA | Shehepinov et al. [1999] 
准确 , 快速 
m , 
8. PROBE’ 引物 延伸 | 直接 是 数据 积累 Jo} S| Litle et al. [1997] 
高 质量 数 _ , 
omen ama ae | 是 eaaa | 一 | 一 | So [997]; 
ERR ? 
准确 、 易 处 
10.6000 ”| 引物 延伸 | 直接 是 理 .不 用 纯化 vV | wj] Sauer et al. [2000 a,b] 
11. Invader* ined 直接 F foki PCR | 一 | 一 | Guin et al, [1999] 
lid 
12.MASDA | 杂交 荧光 是 | 容易 进行 — | — | Shuber et al. [1997] 
13. RFLP ope 荧光 是 | 容易 进行 一 | — | Parsons and Heflich [1997] 
14.MADGE | PCR 荧光 是 | 容易 进行 一 | — | Day and Humphries [1994] 
15. SNapShoe™ | 引物 延伸 荧光 是 | 多 路 技术 一 | V | www. appliedbiosystems.com 
等 位 基因 世 
16.0IA 荧光 是 | 代 的 高 效 因 | 一 Baron et al. [1996] 
子 
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RR 
| 自动 化 
方法 位 检测 循 | 主要 优点 文献 
位 基因 环 等 位 | 分 析 
基因 
17.Padlock | 连接 RH ae | 不 POR | NA | NA | Neon et al. [1994]; Lan- 
， degren et al. { 19961 
oo E FER 
| 核酸 内 切 覆 | 荧光 终点 ,不 用 DeFrancesco [1998]; Mein et 
18. Invader BR FRET a PREE ADJ v al. [2000] 
aa RE www. orchidbio, com; Syv? 
19.SNP- TV 引物 延伸 | 荧光 是 系统 =| y | VY | nen [1994]; Syv? nen et al. 
i 机 [1993] 
: SEGRE | ， 终点 , 易 格 Barany [1991]; Samiotaki et 
20.0LA $ 一 
z Re | ee Y | a Lugo 
n RAHA 实时 , 同 源 | 
21.FP- TDI | 引物 延伸 振 是 测试 J | Chen et al. {1997, 1999] 
p 核酸 内 切 酶 RE 实时 , 同 源 Holland et al. {1991]; Livak 
BSNowlesse | sai FRET 是 测试 Oy et al. [1995] 
23. Mol. RO 实时 , 间 源 et 
Beacons 1 wee FRET 是 测试 人 | ™ | Tag et al. (1996, 1958] 
24. Kinetic PeR tek 是 灵活 ,高 处 Ga) | | Genver et al. [2000] 
PCR 理 量 
7 i HRA 
25. Coded FREMME 灵活 ,高 处 
Spheres i zH 是 | ag M | ea [2000] 
26. Coded 4 灵活 ,高 处 | Cai et al. [2000]; Chen et 
Spheres | 3 先王 伸 | 荧光 是 | 理 量 Y | a. [20003 
_ o 其 他 
27. Pyro — . 
se 测序 化 学 荧光 | 是 | eH (4) | 、 | Ronaghi et al. [1996, 1999] 
quencing 
28. Coded R | 光纤 记录 仪 ， O ae 
Spheres | 一 Rt 高 J | www. illumina. com 


SARRI (ARRE RA LEE BT FPR A AELA; NA: KRUP R EORR, ER ANE 


2. SNPs PEDIREM, RANZEN EEEE EA R 
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团 分 别 合成 等 位 的 特异 性 寡 核 苷 酸 ,使 其 末端 含 可 变 的 碱 基 。 也 可 以 将 多 态 性 位 点 设计 在 寡 
核 撒 酸 的 中 间 位 置 ,只 是 对 杂交 条 件 的 控制 要 求 更 严格 ,或 者 在 窒 核 蔡 酸 阵列 中 使 用 两 种 不 同 
颜色 的 荧光 素 以 区 分 异 源 和 同 源 位 点 ,否则 易 出 现 假 阳性 。 

3. AD DNA 的 制备 。 由 于 DNA 样品 通常 来 源 于 小 量 的 基因 组 材料 ,因此 需要 进行 扩 增 , 通 
常 有 以 下 一 些 方法 制备 用 于 杂交 的 单 链 DNA 

(1) 先 用 PCR 方法 将 样品 DNA 扩 增 ,然后 用 核酸 外 切 酶 消化 不 需要 的 DNA 链 。 在 合成 用 
于 扩 增 所 需 链 的 引物 时 ,其 5 末端 的 5 个 核 苷 酸 之 间 存 在 硫 代 磷酸 化 连接 ,保护 该 链 不 被 核酸 
外 切 酶 消化 。 这 样 PCR 扩 增 后 ,可 用 T7 基因 核酸 外 切 酶 -6 来 消化 不 需要 的 链 。 结 果 不 需 要 
进一步 纯化 即 可 获得 用 于 杂交 的 单 链 DNA。 

(2) 在 PCR 反应 中 ,使 用 一 个 生物 索 标记 的 引物 , 扩 增 后 的 产物 经 热 变性 形成 两 条 单 链 ， 
然后 经 过 一 个 亲 合 素 桂 而 使 两 条 单 链 得 以 分 离 , 只 有 生物 素 标记 的 链 才 可 结合 到 柱 上 。 

(3) 利 用 不 对 称 PCR 方法 来 制备 单 链 DNA。 在 PCR 反应 中 ,使 用 的 两 条 引物 的 浓度 比例 
不 一 致 ,一 般 按 50:1 ~ 100:1 的 比例 加 入 到 反应 体系 中 ,在 开始 的 10 ~ 15 个 循环 中 主要 产生 双 
链 DNA, 但 当 低 浓度 的 引物 耗 尽 后 ,高 浓度 引物 介 导 的 反应 将 产 牛 大 最 单 链 DNA, 
4. 阵列 的 杂交 。 赛 核 蔡 酸 阵 列 的 使 用 是 基于 它们 能 与 靶 核 苷 酸 以 序列 特异 修 方式 牢固 
结合 ,而 使 不 结合 的 物质 被 清洗 掉 。 在 最 简单 的 阵列 类 型 中 , 靶 序列 通过 在 阵列 中 与 互补 赛 核 
埋 酸 结合 而 得 以 辨认 。 这 样 需要 非常 仔细 地 控制 杂交 条 件 , 以 使 不 同 的 寡 核 背 酸 / 靶 序 列 之 间 
有 不 同 的 结合 能 ,产生 不 同 的 杂交 信号 。 而 如 果 能 把 杂交 信号 和 用 酶 使 DNA 序列 延伸 的 过 程 
相 结 合 ,通过 利用 酶 来 增强 阵列 的 选择 性 , 则 杂交 条 件 就 不 要 求 如 此 严格 了 。 根 据 杂 交 的 先后 
顺序 可 有 效 监测 大 量 SNPs。 在 一 个 DNA 芯片 上 可 安排 一 系列 短 的 赛 核 靶 酸 覆盖 整个 DNA 片 
B ,由 于 芯片 上 每 一 位 置 的 寡 核 苷 酸 的 精确 序列 是 已 知 的 ,杂交 的 图 谱 可 甫 过 利用 荧光 标记 的 
DNA 探 针 确定 下 来 。 这 种 方法 的 好 处 在 于 可 以 在 一 次 杂交 中 扫描 一 个 大 的 DNA 片段 或 一 个 
大 的 少量 的 PCR 产物 。 

5. 酶 催化 的 延伸 反应 。 有 多 种 可 行 的 杂交 / 延 伟 方 法 适合 于 单 核 苷 酸 多 态 性 分 析 。 企 最 
简单 的 形式 中 ,合成 两 种 仅 末 端 碱 基 不 同 的 守 核 葵 酸 ,其 中 一 个 与 待 分 析 的 靶 序 列 完全 互补 。 
由 于 对 未 端 碱 基 的 区 分 能 力 是 很 微弱 的 ,两 种 赛 核酸 和 驾 序 列 的 杂交 以 相同 的 效率 进行 。 
而 连接 酶 和 聚合 酶 却 能 区 分 这 半 种 双 链 形式 。 这 两 种 酶 只 有 在 完整 双 链 存 在 时 才能 催化 序列 
的 延伸 。 表 17 ~ 3 总 结 了 在 阵列 中 使 用 连接 酶 和 聚合 酶 的 相关 信息 。 


表 17-3 连接 醇和 聚合 酶 在 阵列 中 的 使 用 情况 


酶 Polymerase Ligase 
催化 反应 利用 双 脱 氧 三 殉 酸 核 茸 酸 将 核 背 酸 加 ”加 入 一 双 脱氧 寒 珍 核 并 酸 在 -BE 
到 核 车 酸 链 的 3 末端 和 5 磷酸 之 间 形 成 磷酸 二 酯 刍 
寡 核 音 酸 与 基 片 的 吸 “只 有 5 末端 吸附 到 基 片 上 , 列 阵 需要 5 或 3 末端 都 可 吸附 到 基 片 上 ,但 3 端 
附 自由 的 了 - Be 的 碱 基 错 配 可 产生 更 大 的 辨别 力 ,所 以 
选择 $' 端 吸附 更 好 
用 于 核 首 酸 或 寡 RAR GK ALR KH ALK ADR 


BHRM IC 
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加 入 DNA 聚合 酶 和 带 有 标记 的 与 靶 序 列 等 位 位 置 碱 革 互 补 的 二 磷酸 核 痛 酸 ,聚合 酶 将 在 
阵列 的 赛 核 昔 酸 上 发 挥 延伸 作用 ,而 和 丢 序 列 形成 完整 的 双 链 。 标 记 物 在 基 片 上 存在 的 位 置 
即 显示 出 与 壮 序 列 互补 的 阵列 位 置 (图 17 - 1A) 。 在 连接 方法 中 ,将 携 有 标记 的 报告 赛 核 节 酸 
和 靶 序 列 加 入 阵列 杂交 和 连接 (图 17 - 2A)。 

在 两 种 方法 中 ,发 后 变异 都 是 可 检测 的 。 寡 核 苷 酸 序列 在 待 检测 的 靶 序 列 的 特定 碱 基 上 
游 的 一 个 碱 基 处 终止 。 在 聚合 酶 测试 时 ,加 入 某 种 标记 的 三 磷酸 核 音 酸 , 只 有 当 靶 序列 的 特定 
等 位 点 含有 其 互补 碱 基 时 才能 延伸 。 这 -结果 还 可 通过 加入 其 他 碱 基 而 得 出 相反 的 结果 来 进 
一 步 验证 (图 17 - 14)。 这 种 测试 方法 在 连接 反应 中 也 是 可 用 的 ,只 是 用 已 标记 的 报告 赛 核 昔 
酸 来 代替 三 磅 酸 核 音 酸 ,而 且 这 种 报告 寒 核 昔 酸 的 末端 碱 基 必须 是 与 待 检测 的 靶 序 列 特定 等 
位 点 是 互补 的 (图 17 - 1B)。 
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(二 ) 变 性 高 效 液 相 色谱 法 (DHPLC) 检 测 基因 单 核 背 酸 多 态 性 

运用 聚合 酶 链 式 反应 (PCR) 扩 增 出 包含 SNPs 位 点 的 片段 , 先 在 95 人气 变性 后 再 缓慢 复 性 。 
如 果 样 品 中 的 同 源 染 色 体 在 检测 区 段 是 杂 合 的 , 即 同 源 染色 栖 的 两 条 DNA 上 一 条 上 存在 突变 
位 点 ,而 另 一 条 DNA 的 序列 正常 , 复 性 后 将 出 现 4 种 组 分 :两 种 同 源 双 链 和 两 种 异 源 杂 合 双 
链 ,在 最 佳 分 离 条 件 下 ,将 可 能 出 现 4 个 吸收 峰 。 而 如 果 同 源 染色 体 的 两 条 DNA 链 的 同一 位 
点 均 发 生 突变 , 即 该 区 段 虽 然 发 生变 异 但 是 为 纯 合 体 ,这 时 可 加 和 正常 人 的 DNA, 这 样 人 为 形 
成 异 源 杂 合体 的 情况 , 复 性 后 也 可 得 到 上 述 4 种 组 分 。 

然后 便 可 用 DHPLC 来 检测 SNPs, 基 本 原理 是 :将 上 述 复 性 后 的 混合 样品 处 理 后 上 样 ,通过 


带 正 电荷 的 流动 相 带 动 使 带 负电 荷 的 
片段 Tm 值 时 , 含 错 配 位 点 的 杂 合 双 链 


DNA 分 子 吸附 到 固定 相 上 ,在 HPLC 运行 温度 接近 DNA 
区 域 比 严格 配对 的 同 源 配 对 区 更 易 被 洗 脱 ,DNA 分 子 将 


根据 其 与 固定 相亲 和 力 的 强 弱 被 先后 洗 脱 下 来 ,从 测 出 现 不 同 的 吸收 蜂 。DHPLC 的 化 点 在 于 
检测 时 间 短 .易于 自动 化 操作 、, 酒 且 可 用 于 搜寻 来 知 位 点 的 碱 基 改 变 ;缺点 在 于 并 不 能 100% 


检测 出 SNPs 位 点 。 
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图 17-3 使 用 Genometrix's VistaArrayTM 96 孔 阵列 格式 的 微 阵列 基因 分 型 


每 一 阵列 在 一 平面 玻璃 片 表面 有 256 个 特异 印刷 点 ,针对 每 一 SNPs 设计 野生 型 和 变异 型 
探 针 并 加 至 阵列 中 。 杂 交 信 号 用 荧光 扫描 仪 分 析 。 和 一 个 等 位 基因 特异 性 探 针 杂交 说 明 是 纯 
合 基因 型 ,而 和 野生 型 和 变异 型 捕获 探 针 都 杂交 说 明 是 杂 合 的 基因 型 。 

(三 ) 飞 行 时 间 质 谱 (time of flight mass spectrometry, TOF - MS) 

MALDI- MS( matrix — assisted laser desorption mass spectrometry ,基质 协助 激光 吸收 质谱 仪 ) 发 
JRF 20 世 纪 80 年 代 未 ,已 经 成 为 化 学 ,生物 学 和 法 庭 科学 检验 分 析 的 一 个 强 有 力 的 工具 。 

MALDI- MS 技术 包括 一 系列 步骤 来 精确 检验 DNA 分 子 。 第 一 步 , 制 备 少量 PCR 扩 增 产 
物 置 于 底 物 表面 ,通常 呈 阵 列 结构 ;第 二 步 ,PCR 产物 与 适量 的 含 DNA 样品 的 有 机 基质 共 结晶 
化 以 备 分 析 ; 第 三 步 , 产 物 被 精确 地 检测 ,基质 分 子 吸收 激光 发 射 的 短 的 脉冲 导致 自发 地 挥发 
和 电离 成 基质 和 DNA 片段 ,这 种 气相 离子 能 够 用 质谱 仪 分 析 。 分 子 量 的 确定 是 测量 离子 的 飞 
行 时 间 (time - of - flight, TOF) , 它 在 质谱 仪 中 与 分 子 的 质量 成 一 定 比例 。 这 一 过 程 称 之 为 
MALDI- TOF - MS. 

利用 基质 辅助 激光 解吸 附 电离 - 飞行 时 间 质 谱 技 术 分 析 来 表征 生物 分 子 的 特性 ,将 样品 
溶 于 一 个 固体 底 物 中 形成 晶体 ,采用 脉冲 激光 变 击 ,使 其 离子 化 ,加 速 离子 通过 飞行 管 使 其 得 
以 分 离 , 所 有 的 离子 均 可 被 检测 。 与 激光 吸收 /电离 (laser desorption/ionization, LDI) 技 术 相 比 ， 
其 最 大 特点 是 将 待 分 析 的 分 子 嵌入 小 有 机 复合 物 组 成 的 结晶 基质 中 ,LDL 检测 的 分 子 不 能 超 
过 2 000 道 尔 顿 ,而 MALDI MS 可 以 检测 分 子 离子 携带 的 DNA 片段 的 几 十 万 道 尔 顿 大 小 的 分 
子 ; 离 子 通 导 率 很 高 ,因而 具有 很 高 的 灵敏 度 ,10 ~ 12 mol 的 样品 即 可 检测 ;允许 样品 中 含有 少 
量 缓冲 液 或 无 机 盐 ; 分 析 速 度 快 ,记录 一 道 质谱 仅 需 几 个 纳 秒 ,十 几 分 钟 即 可 完成 一 个 样品 的 
测试 过 程 。 与 目前 常用 的 SDS- PAGE( 十 二 烷 基 硕 酸 钠 - 凝 胶 色谱 ) 相 比 ,MALDI- TOFMS 不 
仅 测 量 精度 高 ,而且 分 析 速 度 快 得 多 。 飞 行 时 间 质 谱 (TOF mass spectrometry) 以 其 分 析 速 度 快 ， 
分 析 质 量 范围 而 在 生物 学 分 析 中 得 到 了 广泛 的 应 用 , 且 无 须 等 位 基因 梯 阶 对 照 ,也 不 需要 荧光 
标记 或 放射 性 标记 ,同时 ,使 用 机 械 系统 避免 了 手工 操作 检测 的 不 精确 性 。 因 此 ,这 一 技术 提 
供 了 一 个 每 天 可 以 检测 上 千 个 样品 的 高 通 量 系 统 。 

MALDI- TOF 质谱 方法 在 分 子 量 可 测 范围 .分辨 率 和 测定 准确 性 方面 ,具有 其 他 方法 不 可 
比拟 的 优势 。 然 而 ,这 一 系统 仍然 存在 一 些 问题 。 当 样品 的 DNA 片段 长 度 或 盐 离子 浓度 过 高 
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时 ,MS 检测 灵敏 度 降低 ,得 不 到 检测 结果 。 
1997 年 Ross PL 等 用 肽 核 苷 酸 (peptide nucleic acid ,PNA) 与 PCR 扩 增 产物 进行 高 特异 性 杂 


交 后 以 MALDI - TOF 


MS 进行 检测 ,用 该 方法 检测 了 人 线粒体 HVI 区 及 人 HLA - DQa 基因 的 


SNPs 多 态 性 。 出 于 PNA 探 针 在 低 盐 条 件 下 ,与 互补 的 单 链 DNA 结合 力 强 , 弥 补 了 上 述 MALDI 
- TOF 在 此 方面 的 缺点 ,结合 PNA 探 针 杂交 的 高 度 特异 性 ,使 这 一 方法 更 加 准确 和 快速 。 


Jiang ~ Baucom P 也 用 


REF OREO 


此 方法 检测 了 HLA- DQ BASE, SEP BABES HE HE Oe HE 0 BR 


固定 生物 素 标记 的 DNA ,使 非特 异性 PNA BRET AE Ze Re OR I BERR AREF R, PNA/DNA/ Rh 


MALDI- TOF MS 来 检测 。 


(四 )TaqMan 基因 分 型 

TaqMan 等 位 基因 识别 测试 是 利用 Tag 聚合 酶 的 9 核酸 酶 的 活力 并 检测 PCR 反应 中 或 反 
应 后 产生 的 荧光 信号 来 进行 基因 分 型 。TaqMan 基因 分 型 和 下 面 将 要 介绍 的 分 子 信 标 及 侵 人 
测试 都 是 建立 在 荧光 共振 能 量 转移 (fluorescence resonance energy transfer, FRET) 方 法 上 的 技术 ， 
FRET 是 指 发 生 在 两 种 荧光 染料 物理 上 相互 舍 近 时 ,一 种 荧光 素 的 发 射 光谱 与 另 一 种 荧光 素 的 
激发 光谱 重 本 而 产生 的 相互 作用 。 对 于 SNPs 基因 分 型 ,使 用 一 对 TaqMan 探 针 和 一 对 PCR 引 
物 。 测试 中 使 用 两 个 在 多 态 性 位 点 不 同 的 TaqMan 探 针 ,其 中 一 个 与 野生 型 等 位 基因 互补 , 另 
一 个 与 变异 的 等 位 基因 互补 。 将 一 $ 报 告 染 料 和 3' 沛 光 剂 染料 共 价 结合 到 野生 型 或 变异 型 等 
位 基因 的 探 针 上 。 两 个 TaqMan 探 针 分 别 用 两 种 不 同 的 报告 梁 料 和 同一 种 淳 光 剂 染料 标记 。 
如 果 探 针 是 完整 的 ,由 于 报告 和 六 光 剂 染 料 的 物理 作用 , 菊 光 被 淳 灭 。 在 PCR EKER, Taq- 
Man 探 针 和 区 多 态 性 位 点 杂交 。PCR 延伸 期 ,5' 报 告 ,只 有 完全 杂交 的 探 针 会 被 Tag 聚合 酶 的 


5' 核 酸 酶 活力 所 裂解 


,而 错 配 探 针 则 不 会 被 紊 合 酶 识别 。 结 果 导 致 某 一 种 报告 染料 的 荧光 强 


度 升 高 。 通 过 测量 两 种 不 同 报告 染料 在 PCR 反应 后 的 荧光 信号 强度 可 进行 特殊 的 基因 分 型 。 
(图 17 - 4) 这 种 方法 除了 可 检测 SNPs 外 ,还 可 用 于 检测 小 的 基因 删除 或 插 人 。 


野生 型 TaqMan 探 针 变异 TaqMan 探 针 
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图 17- 4 TapMan 基因 分 型 测试 
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TER 17 - 4 中 ,两 个 与 多 态 性 位 点 结合 的 TaqMan 探 针 下 不 同 的 报告 染料 (R1 和 R2) 以 及 
淳 光 剂 染 料 (Q) 标 记 。 在 PCR 延伸 反应 中 ,只 有 完整 进行 杂交 的 探 针 才 会 被 Tag 聚合 酶 裂解 。 
一 销 配 的 探 针 不 会 被 Ta 聚合 酶 识别 。 在 基因 分 型 反应 的 最 后 ,分 析 PCR 产物 中 两 种 荧光 染 
料 RLR2 的 荧光 强度 的 变化 。 两 种 报告 染料 的 荧光 比率 决定 了 样品 的 基因 分 型 。 

{五 ) 分 子 信和 标 (molécular beacons) 

分 于 信 标 是 指 两 个 侧 器 序列 和 靶 DNA 序列 互补 的 的 寡 核 背 酸 探 针 。 每 一 探 针 的 两 端 有 
相对 的 供 体 一 一 受 体 染 料 对 。 如 果 不 与 地 DNA 杂交 , 探 针 自身 会 形 或 发 夹 环 ,使 得 报告 染料 
和 和 溢 光 剂 染料 靠近 ,因此 没有 供 体 荧光 产生 。 分 子 信 标 一 旦 和 正确 的 著 序 列 杂交 ,两 种 染料 分 
离 , 荧 光 强 度 显著 增长 。 而 错 配 的 探 针 一 报 序列 杂交 ,在 远 低 于 正常 互补 杂交 的 温 嵌 时 已 分 
离 。 错 配 杂 交 的 末端 不 稳定 性 增强 了 分 子 信 标的 特异 性 。 对 于 SNPs 基因 分 型 ,在 同一 PCR 
反应 中 ,使 用 两 个 分 别 与 野生 型 和 变 蜡 型 等 位 基因 完全 配对 的 分 子 信 标 ,这 两 个 分 于 信和 标 分 别 
用 不 同 的 荧光 素 标 记 。 同 一 PCR 反应 中 ,利用 不 同 的 分 子 信 标 可 自发 检测 3 种 可 能 的 等 位 基 
组 合 。 

{ 六 } 侵 入 测试 [invader assay) 
侵入 测试 是 一 种 有 吸引 力 的 基于 FRET 的 基因 分 型 的 方法 , 它 在 无 需 PCR 扩 增 的 情况 下 

即 可 对 SNP 分 型 。 在 每 一 反应 中 ,使 用 两 个 窒 核 并 酸 探 针 , 一 个 是 野生 型 或 变异 虱 信 号 探 针 ， 
另 一 个 是 上 游 侵 人 探 针 。 信 号 探 针 包含 一 完全 与 轰 DNA 匹配 的 序列 和 一 荧光 标记 的 侧 性 。 
这 些 探 针 以 串联 方式 与 基因 组 DNA 特殊 区 域 杂 交 (图 17 - 5)。 当 上 游 侵入 探 针 3' 末 端 与 下 游 
信和 号 探 针 5' 末 端 在 杂交 位 点 至 少 有 一 个 碱 基 对 重 友 时 ,该 结构 会 被 一 种 Cleavase MVM 
解 。 被 裂解 的 信号 探 针 和 模板 解 离 ,一 个 新 的 信号 探 针 会 和 模板 发 生 退 火 作用 ,随后 也 会 被 降 
解 。 而 如 果 裂 解 位 点 上 游 有 一 个 单 核 音 酸 的 错 配 ,这 种 结构 不 会 被 Cleavase 酶 识别 。 侵 入 浏 
试 是 在 恒温 条 件 下 进行 的 ,随时 间 的 延长 ,信号 旺 线形 增长 。 每 一 裂解 产物 于 是 作为 一 个 侵入 
赛 核 背 酸 在 次 级 反应 中 控制 着 结合 有 FRET 标记 的 探 针 与 模板 形成 的 复合 结构 的 裂解 。 这 种 
次 级 寡 核 苷 酸 探 针 ( 即 信号 探 针 )5' 末 端 用 供 体 荧光 素 标 记 , 菊 光 则 被 一 内 部 的 受 体 染料 淳 区 。 
当 塞 核 葫 酸 被 裂解 , 供 体 、 受 体 染料 不 再 在 物理 上 千 近 , 涪 光 作用 消除 ,荧光 产生 。 用 一 荧光 平 
板 记 录 仪 记录 每 一 样品 野生 型 /变异 型 信号 比率 便 可 进行 基因 分 型 。 


EZEN 变异 型 
切割 点 
| Neg 
N! pens C 信号 探 针 
侵入 者 窒 核 寿 酸 《 RARER y 
m G 
早生 型 靶 DNA 253 A DNA 
完全 匹配 错 配 
BAAR EUM, BARM 


图 17-5 用 于 突变 /多 态 性 检测 的 侵入 测试 
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侵入 测试 包含 两 个 序列 特异 性 赛 核 荫 酸 一 一 侵入 和 信号 探 针 的 杂交 。 信 号 探 针 含有 一 完 

全 va DNA EX FR AFM. SR SARE SHE DNA 的 重 登 杂交 会 
一 个 特殊 的 结构 。 当 侵入 探 针 侵入 下 游 复合 结构 至 少 一 个 赛 核 车 酸 , 这 一 结构 将 被 

a 酶 识别 和 裂解 。 被 裂解 的 信号 探 针 和 模板 解 离 ,于 是 一 个 新 的 信和 号 探 针 和 模板 复 性 ， 
随后 也 会 被 裂解 。 这 一 过 程 反复 多 次 ,荧光 信号 旺 线性 增长 。 而 如 果 侵入 探 针 和 DNA BRA 
能 完全 匹配 ,这 种 侵入 作用 不 会 产生 。 
E) RIRH H (rolling circle amplification, RCA) 
RCA 是 一 种 非常 灵敏 的 从 基因 组 DNA 直接 检测 SNPs 的 技术 。 对 每 一 SNPs 设计 商 个 等 
位 基因 特异 性 探 针 以 区 分 商 种 等 位 基因 。 每 一 探 针 的 长 度 为 80 ~ 90 个 碱 基 。 探 针 的 5 末端 
BELIEFS A 20 MAETI SFA SNPs 区 域 $' 端 一 致 , 探 针 的 3" 末端 含 有 约 10 ~ 20 
PPE BLP SNPs 区 域 3' 端 一 致 。 两 个 探 针 与 各 序列 互补 区 的 序列 除 3' 碱 基 不 则 外 ,其 
他 完全 一 致 ,该 大 基 与 商 个 等 位 基因 的 多 态 性 位 点 是 互补 的 。 但 这 两 个 探 针 含 有 不 同类 别 的 
主体 链 序列 。 一 类 主体 链 编码 结合 两 个 RCA 扩 增 引物 的 位 点 , 它 夹 在 探 针 两 壁 之 间 。 测 试 的 
第 一 步 是 探 针 与 靶 DNA 结合 , 靶 DNA 变性 后 ,加 入 商 个 探 针 与 其 杂交 ,只 有 VREE DNA 
多 态 性 核 莹 酸 完 全 匹配 的 探 针 能 形成 稳定 的 杂交 。 完 整 的 杂交 使 探 针 的 商 个 末端 与 高 DNA 
对 淮 ,在 -- 耐 热 连接 酶 的 作用 下 探 针 成 环 。 第 一 个 引物 与 探 针 主体 链 的 互补 区 杂交 结合 ,在 一 
链 置 换 DNA RA Hl strond - displacing DNA polymerase) 作 用 下 ,引物 延伸 。 如 果 成 环 的 探 针 形 
成 完整 的 回转 ,最 终 引 物 会 将 其 自身 5' 末 端 也 置换 下 来 。 持 续 的 保 合 作用 和 置换 作用 产生 了 
一 个 包含 起 始 探 针 主 链 区 的 单 链 DNA 连环 体 。 该 方法 成 本 低 且 易于 自动 化 ,现在 还 发 展 了 基 
于 FRET 方 法 的 RCA 测试 技术 , 称 为 SNIPFER™。 


二 、SNPs 技术 的 应 用 


(—) SNPs 在 遗传 学 中 的 应 用 

不 同 的 入 群 (种 ) 有 不 同 的 SNPs 分 布 特征 ,这 是 他 们 的 种 族 起 源 、 各 种 遗传 疾病 易 感 性 .外 
狐 和 生理 特征 等 各 方面 的 差异 在 基因 组 水 平 上 的 表现 。 

尽管 大 多 数 SNPs 不 会 造成 其 所 在 DNA 的 物理 变化 ,但 遗传 学 家 仍 急于 弄 清楚 SNPs 在 人 
的 23 对 染色 体 的 分 布 ,其 原因 主要 有 两 个 :中 即使 SNPs 本 身 不 会 改变 蛋白 表达 和 导致 疾病 ， 
但 名 能 使 靠近 它 的 染色 体 产 生 有 害 的 突变 。 由 于 这 种 接近 效应 ,入 群 中 可 能 会 存在 有 和 害 的 而 
尚未 被 发 现 的 突变 ,这 些 人 群 具有 相同 的 SNPs, 所 以 SNPs 可 以 作为 一 种 标志 ,这 些 标志 可 以 
帮助 发 现 突变 和 加 速 新 的 治疗 药物 的 发 明 。@@ 分 析 SNPs 在 不 同人 群 中 的 变化 ,有 助 于 人 类 遗 
传 学 研究 入 类 的 演化 并 找 出 分 散 世 界 各 处 的 不 同 寿 体 和 种 族 之 问 的 联系 。 在 人 类 进化 过 程 
中 , 先 形成 的 SNPs 在 人 群 中 通常 会 有 更 高 的 频率 。 面 研究 表明 不 同 地 域 , 不 同 种 族人 群 中 特 
定 的 SNPs 并 不 一 定 都 存在 , 且 所 占 的 比率 也 各 不 相 周 , 但 大 约 有 85% 是 共 透 的 。 例 如 ,通过 
对 高 加 索 入 .西班牙 入 .美国 黑人 的 SNPs 的 遗传 多 样 性 研究 ,结果 显示 从 地 理 起 源 区 域 来 看 ， 
美国 黑人 来 源 于 非洲 和 欧洲 ,其 中 85% 来 自 非洲 地 区 ,15% 来 自 欧 洲 地 区 。 

SNPs 的 物理 定位 与 微 卫 星 定位 相似 ,但 它 在 基因 组 中 的 分 布 则 较 微 卫 星 标记 广泛 ,而 且 
SNPs 是 高 度 稳 定 的 ,用 其 定位 的 精度 比 微 卫星 标记 定位 要 精细 ,因此 SNPs 已 发 展 成 为 继 限 制 
性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 (RFLP) 图 谱 、 微 卫星 标记 图 谱 之 后 的 第 三 代入 类 址 传 连锁 图 谱 。 绘 制 
SNPs 图 谱 一 般 有 以 下 几 个 步骤 :四 获取 所 需 的 DNA 序列 ;四 确定 序列 识别 位 点 (sequence 
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tagged sites, STSs) ;对 STSs 位 点 进行 扫描 ,筛选 SNPs 位 点 ;@ 确 定 并 定位 SNPs 位 点 ;SNPs 遗传 
图 谱 的 建立 将 进一步 完善 人 类 基因 组 作 图 。 

1998 年 ,David G. Wang 等 开发 了 对 人 类 染色 体 组 上 的 单 核 苷 酸 多 态 性 进行 大 规模 鉴定 、 
绘制 图 谱 和 基因 分 型 的 基因 芯片 技术 。 在 该 方法 中 一 个 长 工 的 靶 DNA 序列 可 和 8L 大 小 的 变 
异 检测 阵列 (variant detector aray,VDA) 中 的 生物 素 标记 的 样本 杂交 以 检测 多 态 性 (图 17 - 6)。 
对 于 两 条 链 的 每 一 位 置 ,阵列 中 都 有 4 个 相应 的 25 bp 的 赛 核 苷 酸 探 针 与 其 对 应 ,4 个 探 针 的 
区 别 仅 是 中 间 位 置 的 第 13 个 核 苷 酸 是 4 种 核 苷 酸 中 的 一 种 。 一 个 预期 序列 的 纯 合子 (AA) 和 
完全 互补 的 探 针 的 杂交 应 该 比 在 中 间 有 一 个 错 配 的 其 他 3 个 探 针 的 杂交 更 强烈 。 如 果 存 在 
SNPs, 其 纯 合子 (BB) 会 针对 另 一 碱 基 产生 强 杂交 信和 号 而 产生 不 同 的 杂交 图 案 , 而 其 杂 合子 
(AB) 会 和 两 个 探 针 有 强 杂交 。 由 此 , VDA 可 检测 出 某 一 序列 的 变异 。Wang 等 在 人 类 DNA 
2Mb 的 序列 上 选择 了 16 725 STSs, 其 中 1/3 来 自 随机 基因 组 序列 ,2/3 来 自 3'- ESTs。 测 试 中 
共 使 用 了 149 个 不 同 的 芯片 ,每 个 含 150 000 到 300 000 个 探 针 。 最 后 鉴定 出 2 748 个 候选 
SNPs, 比率 为 1/721bp, 其 中 STSs 中 含有 SNPs 数 为 2 299。 他 们 在 对 该 方法 错误 率 的 检测 后 ,发 
现 假 阳性 错误 率 约 为 12% , 假 阴 性 错误 率 为 13% 。 在 此 基础 上 ,Wang 等 结合 基于 凝 胶 的 SNPs 
检测 法 ,最终 获得 了 3 241 个 侯 选 基因 ,并 利用 全 基因 组 范围 内 的 RH (radiation hybrid) 绘 图 法 创 
建 了 第 三 代 基 于 SNPs 的 遗传 图 谱 。 结 合 含 STSs 的 SNPs 在 该 段 基 因 组 上 的 距离 为 2.0 JBL 
(centimorgan, cM) o 

Wang 等 随后 利用 DNA 芯片 技术 发 展 了 大 规模 进行 SNPs 基因 分 型 的 方法 。 他 们 针对 每 
一 待 测 SNPs 设计 了 “基因 分 型 阵列 "。 每 一 阵列 相应 于 SNPs 位 置 处 的 两 个 等 位 点 有 两 个 短 的 
VDA( 图 17 - 7)。 某 一 等 位 点 的 存在 可 由 相应 序列 的 杂交 显示 的 强 信号 来 反映 。 利 用 该 技术 ， 
Wang 等 一 次 完成 了 对 558 个 侯 选 SNPs 的 基因 分 型 。 这 558 个 位 点 各 自 被 扩 增 ,收集 ,标记 并 
与 芯片 杂交 。 为 确保 有 效 读 出 每 一 位 点 ,他 们 设计 了 程式 化 检测 过 程 ,如 果 位 点 通过 3 个 独立 
测试 的 每 一 个 ,预期 DNA 序列 两 条 链 上 的 1 个 或 2 个 等 位 点 都 能 成 功 读 出 。 在 所 有 检测 位 点 
中 ,98 多 的 位 点 通过 了 检测 ,只 有 2% 由 于 弱 杂 交 和 交叉 杂交 而 失败 。 

虽然 ,现在 发 现 的 SNPs 中 cSNPs 所 占 比例 较 小 ,有 研究 表明 SNPs 在 编码 区 内 的 变异 率 仅 
为 其 周围 序列 的 1/5, 但 由 于 SNPs 的 发 现 往往 代表 着 基因 型 和 表现 型 的 改变 ,所 以 其 研究 意 
义 更 重大 。cSNP 可 分 为 两 种 :一 种 是 同 义 cSNPs( synonymous cSNPs) , 指 编码 区 的 SNPs 并 不 影 
响 其 翻译 的 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ; 另 一 种 是 非 同 义 cSNPs( non - synonymous cSNPs) , 指 编码 区 的 
SNPs 使 翻译 出 的 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 发 生 了 改变 ,从 而 影响 了 蛋白 质 的 功能 。 这 种 改变 通常 
会 导致 生物 表现 型 的 变化 。 

A 
GAATTAGTCAAGCAGGTAGATACTATTGTCTGCT 


B 
GAATTAGTCAAGCAGGTAGATACTATTGTCTGCT 


FA 17-6 SNPs 检测 芯 片 
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图 17-6 中 ,A 图 针对 一 个 STSs 的 VDA 的 一 小 部 分 ,与 预期 的 靶 序 列 杂 交 。 芯 片 每 一 列 
都 是 特异 的 ,依次 与 重 迭 的 25 bp 赛 核 苷 酸 探 针 结合 。 同 列 的 4 行 中 正中 间 位 置 的 碱 基 依次 
为 A.C、G 或 T, 来 自 预期 序列 的 变异 可 通过 检测 每 列 中 最 强 的 信号 来 确认 。B 图 是 同一 VDA 
和 在 位 置 19 处 有 一 SNPs(A-~C) 的 序列 杂交 。 与 上 组 对 照 , 杂 交 信 号 在 该 位 置 处 更 强 的 是 另 
一 碱 基 ,在 其 附近 位 置 的 信号 也 变 弱 了 (例如 ,位 置 12 ~ 18 和 20 ~ 26) ,这 是 因为 这 些 位 置 的 探 
针 在 对 应 靶 序 列 SNPs 处 设计 的 是 与 等 位 点 A 互补 ,而 与 变异 的 等 位 点 C 错 配 。 


A penaa 
e 


TY GAACA 


zrocaca 


B 
NA 纯 合 子 A/C 杂 合子 UCHAF 
图 11-7 基因 分 型 芯片 


图 17-7 中 ,A 图 是 一 个 SNPs 的 基因 分 型 阵列 ,有 二 个 VDA 研究 SNPs 及 其 两 旁 共 7 个 核 
苷 酸 ,SNPs 位 点 在 中 心 位 置 。 上 下 两 个 阵列 各 自 与 含 A 和 C 等 位 点 的 序列 互补 , 探 针 完全 和 
AA C 等 位 点 匹配 会 显示 灰 和 黑色 。 针 对 互补 链 的 基因 分 型 阵列 这 里 未 列 出 。B 图 是 来 自 3 
个 独立 测试 的 基因 分 型 探 针 和 样品 的 杂交 信号 ,分 别 表示 AA、AC、CC 3 种 基因 型 。 

(二 )SNPs 在 医学 中 的 应 用 

由 于 SNPs 在 基因 组 中 分 布 的 广泛 性 ,通过 对 SNPs 图 谱 的 研究 ,可 以 对 发 病 率 高 的 多 基因 
疾病 有 更 深入 的 了 解 ,对 于 癌症 高 血压 ,糖尿 病 、 心 血管 疾病 、 自 身 免疫 病 等 复杂 的 多 基因 疾 
病 的 研究 具有 重要 意义 。SNPs 在 医学 中 的 应 用 目前 主要 集中 在 以 下 几 个 方面 : 

1. 通 过 多 基因 分 析 , 寻 找 和 确定 疾病 相关 基因 的 突变 位 点 。 例 如 ,本 . Saarela 等 采用 结合 有 
特殊 的 RNA 反 转 录 酶 的 SNPs 微 阵列 技术 分 析 了 可 能 的 与 多 发 性 硬化 症 的 关联 基因 区 的 
SNPs。 从 基因 组 DNA 得 到 的 PCR 产品 含 13 或 TIRNA 聚合 酶 转录 起 始 位 点 ,可 在 体外 转录 成 
RNA, 随 后 用 反 转 录 酶 转录 成 EDNA。 将 一 个 3' 端 含 可 能 的 变异 核 苷 酸 的 引物 吸附 到 玻 片 上 ， 
如 果 3' 端 和 模板 序列 完全 一 致 , 反 转 录 酶 将 利用 CYP 标记 的 核 苷 酸 合成 EDNA, 用 激光 扫描 仪 
检测 ,很 容易 区 分 变异 和 野生 型 。 在 实验 中 ,他 们 设计 了 两 组 阵列 ,第 一 组 SNPs 微 阵列 从 已 存 
在 的 数据 库 中 选取 位 于 5 号 和 7 号 染色 体 上 的 22 个 SNPs, 第 二 组 阵列 含 来 自 上 述 区 域 的 ESTs 
图 谱 的 新 的 、 基 因 内 的 SNPs。 同 时 , 对 几 个 位 于 17q22 ~ q24 的 候选 基因 如 : ICAM - 1, 
PECAMI . 髓 过 氧 物 酶 .Apo 脂 蛋白 匡 等 基因 。 最 终 ,鉴定 出 几 个 和 多 发 性 硬化 症 相关 的 新 的 多 
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态 人 性 位 点 。 该 方法 有 助 于 鉴定 预先 选 定 的 疾病 相关 基因 。 

2. 疾 病 的 基因 诊断 。 现 在 已 有 如 P53 抑 痛 基因 RO ILE .囊肿 性 纤维 病 基因 等 
SNPs 的 芯片 或 诊断 试 章 盒 。 

3. 导 找 对 疾病 有 调控 作用 的 基因 ,以 期 通过 新 的 途径 来 治疗 疾病 。 

不 同 的 人 群 或 种 族 对 不 同 的 疾病 具有 另 感性 ,这 里 有 个 体 与 环境 的 相互 作 几 的 因素 ,更 重 
要 的 是 其 基因 的 本 质 所 决定 的 。 肯 前 有 许多 方法 鉴别 基因 与 疾病 的 关联 ,例如 ,比较 疾病 和 非 
疾病 组 织 的 基因 表达 图 谱 ;探索 人 类 基因 和 模式 器 官 在 同一 疾病 中 的 同 源 关系 ;用 in silico 方 
法 从 研 基 序列 揭示 相关 基因 家 族 的 功能 。 这 些 方法 多 数 都 没有 从 序列 变异 形成 的 遗传 差异 来 
研究 。 现 在 广泛 使 用 的 方法 是 减 数 分 裂 留 谱 分 析 。 它 又 可 分 为 两 种 :连锁 和 连锁 不 平衡 图 谱 
方法 。 连 锁 图 谱 是 用 来 分 析 家 族 内 部 可 能 的 疾病 相关 等 位 基因 与 等 位 基因 标记 之 间 的 关联 ， 
它 只 需要 低 密度 的 标记 图 谱 即 可 。 连 锁 不 平衡 图 谱 研究 的 范围 已 超出 家 族 范 围 ,因此 需要 一 
个 高 密度 的 标记 图 谱 。 在 过 去 主要 是 利用 微 卫星 序列 进行 连锁 不 平衡 分 析 , 而 现在 则 更 多 地 
{SU FH SNPs 标志 ,因为 SNPs 是 人 类 基因 组 上 频率 最 高 的 DNA 序列 变异 。 连 锁 和 关联 研究 中 
利用 SNPs 数据 库 将 使 人 们 对 复杂 疾病 的 研究 有 更 深 理解 。 高 密度 SNPs 图 谱 将 提高 研究 者 在 
非 家 族 性 疾病 和 药物 反应 的 关联 基因 中 的 鉴别 能 力 。 

运用 SNPs 技术 来 导 找 疾病 相关 基因 通常 分 3 步 : 

(1) 制 作 一 个 覆盖 全 基因 组 的 高 密度 SNPs 图 谱 , 在 关联 分 析 中 ,SNPs 的 最 终 价值 很 大 程 
度 上 取决 于 其 在 人 群 中 的 频率 分 布 以 及 彼此 之 冯 的 连锁 不 平衡 状况 。 虽 然 SNPs 通常 在 特定 
位 点 上 只 有 2 个 等 位 基因 ,携带 的 信息 非常 有 限 ,似乎 很 难 满足 疾病 易 感 基因 精确 定位 的 要 
求 。 但 这 一 点 可 通过 加 大 SNPs 检测 密度 来 弥补 ,而 完整 的 SNPs 图 谱 完成 之 后 ,可 以 提供 远 高 
于 此 要 求 的 密度 。 而 SNPs 数量 虽 多 ,但 因 检测 速度 快 ,便于 自动 化 控制 ,所 以 能 较 好 的 用 于 复 
杂 的 多 基因 遗传 病 研 究 。 为 了 能 有 效 地 利用 连锁 不 平衡 的 效力 ,大 量 数学 分 析 和 计算 机 模型 
测试 的 结果 都 认为 ,SNPs 的 图 谱 中 的 SNPs 标记 位 点 应 至 少 达到 10 万 个 。 甚 至 有 人 认为 ,1 个 
具有 50 万 个 SNPs 的 图 谱 是 不 可 缺少 的 

(2) 收 集 大 量 正常 与 患 病人 群 样本 ， 通过 对 比 他 们 的 SNPs 发 生 的 相对 频率 ,进行 关联 分 
析 , 可 以 将 该 疾病 相关 基因 定位 与 基因 组 的 某 一 特定 区 域 ,再 进一步 进行 序列 分 析 , 便 可 对 疾 
病 相 关 基 因 精 确定 位 。 

(3) 利 用 已 知 SNPs 进一步 研究 其 与 演 传 变化 的 关系 ,可 以 利用 固定 数目 的 某 种 疾病 相关 
基因 进行 遗传 变化 研究 。 如 果 中 传 上 SNPs 变化 频率 越 低 ,可 能 预示 着 它 与 疾病 的 产生 的 关联 
越 大 ,这 样 有 利于 找到 与 疾病 发 病 初期 相关 的 基 

旭 前 ,寻找 疾病 易 感 基因 的 重点 之 一 一 是 建立 数 10 万 个 SNPs 标志 之 闻 的 关联 。 这 些 关联 
分 析 可 以 通过 大 量 数据 分 析 来 实现 。 例 如 ,测试 患者 与 健康 人 的 SNPs 等 位 点 频率 或 比较 一 个 
SNPs 位 点 是 否 比 预 期 的 更 易 或 更 难 和 遗传 给 患者 的 后 代 。 由 于 复杂 的 特性 通常 是 由 遍布 整个 
基因 组 的 多 种 效应 基因 引起 ,有 必要 找到 分 布 于 不 同 基因 的 标志 位 点 ,并 把 这 些 标记 联合 在 一 
起 分 析 。 传 统 的 多 数 方法 只 能 一 次 精确 评估 一 个 SNPs 标志 , 既 确 定 它 在 疾病 中 的 边缘 效应 。 
这 些 与 疾病 有 显著 相关 性 的 SNPs 靠近 或 在 易 感 基因 内 部 ,测试 每 一 个 SNPs 与 疾病 的 相关 性 
将 可 能 会 造成 特异 性 位 点 导致 假 阳性 结果 (I 型 错误 ) 的 情况 。 当 同时 测试 大 量 SNPs 并 单独 分 
析 时 ,这 种 型 错 误 很 容易 被 夸大 。 在 多 重 测试 中 出 现 的 间 题 和 因此 出 现 的 遍布 基因 组 的 I 
型 错误 是 目前 争论 的 焦点 。 这 种 将 每 个 标记 单独 分 析 的 方法 完全 忽略 了 多 基因 的 复杂 特性 ， 
没有 考虑 到 易 感 基因 间 可 能 存在 的 相互 作用 。 虽 然 有 许多 学 者 提出 了 需要 将 多 种 疾病 相关 基 
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因 联 合 在 一 起 研究 ,但 能 直接 用 于 分 析 的 方法 却 很 少 。2001 年 
set - association 方法 来 评估 基因 组 尤其 是 不 
得 到 了 几 个 有 显著 性 意义 的 SNPs 位 点 的 定位 , 旦 控制 
的 SNPs、 等 位 基因 的 关联 性 .Hardy - Weinberg 不 平衡 
制 了 假 阴 性 错误 率 , 提 高 了 测试 的 可 


人 归 为 对 照 组 。 所 有 个 体 的 基因 型 在 62 个 候选 基因 
方法 分 析 ,找到 了 9 个 基因 可 能 
分 析 得 到 的 Pmin = 0.129, 远 高 于 set - association 方法 的 了 值 。 

在 单 基因 疾病 的 关联 研究 中 ,连锁 和 连锁 不 平衡 图 
因 相关 疾病 的 研究 中 , 却 没有 实质 性 进展 。 原 因 是 使 用 


上 有 89 个 


BHA 


. Josephine Hoh 等 建立 了 一 种 
同 易 感 基因 的 各 位 置 上 的 SNPs 标志 ,并 用 该 方法 
了 多 部 的 1 型 错误 。 该 方法 将 -个 给 定 
各 明显 的 基因 型 错误 等 诸多 信息 综合 , 限 
六 度 。 他 们 将 该 方法 成 功 运用 到 病例 ~ 对 照 研究 中 。 在 
对 779 例 心 脏 病 人 进行 血管 成 形 术 6 个 月 后 ,342 EAR a PAS ,把 他 们 归 为 病例 


组 ,其 余 


SNPs 标志 ,用 set - association 


与 血管 再 狭窄 易 感性 有 关联 ,Pmin = 0.040。 而 如 果 用 单 标志 


谱 已 有 许多 成 功 应 用 的 例子 ,但 在 多 基 


图 谱 仍 存在 一 些 问 题 。 首 先 ， 


连锁 研究 中 使 用 的 统计 学 方法 显然 无 法 检测 所 有 基因 ,除非 研究 的 基因 在 相关 疾病 中 能 产生 
巨大 的 影响 。 而 多 数 同时 相关 的 疾病 如 肥胖 和 高 血压 ,都 受到 许多 基因 和 环境 因素 的 影响 ,每 


因素 对 疾病 易 感 


性 和 发 病 只 有 小 的 影响 。 第 二 ,尽管 连锁 不 平衡 图 谱 的 检测 能 力 很 副 , 但 需 


要 在 位 于 标记 位 点 的 等 位 基因 和 影响 疾病 的 基因 位 置 之 问 建立 关联 。 对 于 基于 连锁 不 平衡 图 
谱 的 研究 而 言 , 了 解 连锁 不 平衡 有 多 么 强烈 以 及 它 在 特定 群体 中 从 一 特定 位 置 延 伸 多 远 是 至 
关 重 要 的 ,这 有 助 于 研究 者 知道 一 个 研究 中 所 需 标 记 的 数量 和 密度 。 研 究 表明 ,大 量 因素 包括 


从 群体 起 始 大 小 和 膨胀 率 到 


组 


主要 依靠 历史 经 验 来 评 佑 。 了 解 了 这 些 ,在 现代 图 谱 绘制 中 评估 SNPs 
连锁 不 平衡 的 特征 的 传统 理论 与 研究 的 群体 和 基因 组 区 域 的 互补 的 经 验 数 据 结 合 起 来 。 第 
谱 对 于 分 析 | 


三 ,由 于 SNPs 以 极 高 的 频率 分 布 于 整个 基因 组 ,一 个 SNPs 图 


突变 和 基因 的 转变 率 都 影响 着 连锁 不 平衡 长 度 。 这 些 因素 相互 作 
用 造成 连锁 不 平衡 长 度 极 大 的 变异 ,这 种 变异 不 仅 存在 于 不 同 来 源 的 群体 ,也 存在 于 不 同 基因 
区 域 。 结 果 ,在 不 同 群体 中 不 同 基因 组 的 位 置 上 一 系列 等 位 基因 中 显示 的 连锁 不 平衡 长 度 


图 谱 的 利用 ,应 将 预期 


临近 某 疾病 相关 基因 


位 置 的 的 一 些 SNPs, 其 密度 可 能 已 足够 了 ,但 和 疾病 相关 等 位 基因 却 显 示 较 弱 的 连锁 不 平衡 。 
另外 ,对 于 SNPs 图 谱 的 绘制 ,发 展 能 评估 种 群 隔离 和 连锁 不 平衡 现象 关系 的 分 析 技 术 和 研究 


方案 也 是 
单 倍 型 测 
病 影 响 因 
基因 疾病 开创 一 个 新 

不 同 的 种 族 或 人 群 对 
容易 得 病 ,而 在 另 一 种 环境 下 ， 
病因 素 的 易 感 性 造成 的 。 这 


至 关 重 要 的 。 对 
试 方法 、 基 于 距离 的 给 


的 局 面 。 


F 


子 研究 的 随机 事件 模式 ,再 加 上 SNPs 技术 的 推广 使 用 ， 


不 同 的 外 界 环境 的 适应 能 力 是 不 同 的 ， 
能 是 另外 一 些 群 体 容易 得 病 , 这 是 由 于 个 体 或 群体 对 环境 致 
种 易 感性 的 遗传 基础 是 基因 组 的 结构 差异 或 表达 差异 。 研 究 发 现 


许多 同时 相关 的 复杂 疾病 而 言 , 发 展 合 适 的 方法 学 是 很 重要 的 ,新 的 
图 方法 .将 连锁 和 连锁 不 平衡 结合 


分 析 和 能 适应 广泛 变化 的 疾 
也 许 能 为 未 来 研究 复杂 的 多 


在 同样 的 环境 下 有 的 人 群 很 


人 类 对 环境 致 病因 素 的 易 感 性 并 不 完全 是 内 基因 决定 的 ,在 环境 致 病因 素 作 用 下 的 基因 表达 


表达 研究 ,在 理论 上 只 需 很 


的 差异 起 着 更 为 重要 的 作用 。 将 SNPs 的 DNA 芯片 技术 用 于 基 
少 的 样本 就 可 懈 定 环境 因素 对 基因 组 表达 的 影响 并 找 出 易 感 基 


{三 )SNPs 与 HIA 


人 类 主要 相 容 性 复合 体 (HLA) 定 位 于 人 第 6 号 染色 体 短 辟 6p21. 31, DNA BRK BEM 


的 1/3 000。HLA -1 类 基 


3 900 kb, SATE EA 


包括 经 典 1 类 基因 (HLA - A, HLA-B 


A HLA- C) , 非 经 典 1 类 基因 (HLA - E, -下 , - G6) 以 及 假 基因 等 ， 


一 端 ;HLA- 工 类 基因 区 含有 DR、DQ、DP、DN、DO 和 DM 等 基因 亚 
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集中 在 HLA 复合 体 远 着 丝 粒 
区 ,位子 复 合体 近 着 丝 点 端 ; 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


HEA -JT 类 基因 主要 由 血清 补体 成 分 编码 基 


Fl C2、C4A、C4B 和 Bf 组 成 ,位 于 HLA 复合 体 中 


段 , 亦 称 中 央 区 ,在 此 区 域内 还 有 一 些 与 免疫 功能 相关 的 基因 。HLA 基因 结构 显示 高 度 异 质 


性 。 ES HA 复合 体内 共和 鉴定 出 224 个 基因 


96 个 为 假 基因 。 


HLA 复合 体 是 迄今 已 知人 体 最 复杂 的 基 
群体 中 ,染色 体 同 一 基因 座位 有 两 种 以 上 的 等 


座位 ,其 中 有 产物 表达 的 功能 性 基因 为 128 个 ， 


内 复合 体 , 有 高 度 的 多 态 性 , 即 在 一 随机 婚 色 的 
位 基因 。 其 多 态 性 与 多 基因 性 共同 构成 了 HLA 


的 多 样 性 。HLA 复合 体 紧密 连锁 ,以 单 倍 型 的 方式 由 亲 代 传 给 子 代 , 因 此 每 个 人 都 有 分 别 来 
自 父母 的 两 个 单 倍 型 。HLA 各 基因 座位 上 的 等 位 基因 均 为 显 性 遗传 , 即 每 个 基因 所 决定 的 抗 


原 都 在 细胞 膜 上 显示 。 


HLA 系统 的 另 一 个 重要 特点 是 不 同位 点 | 


上 的 等 位 基因 之 间 存 在 明显 的 连锁 不 平衡 , 即 实 


际 观察 到 的 某 两 个 基因 出 现在 同一 条 单 倍 型 的 频率 与 预期 值 有 差异 。 不 同 种 族 有 不 同 的 连锁 


不 平衡 。 有 不 周 的 连锁 的 不 平衡 单 倍 型 。 


13th IHWC( intemational histocompatibility workshorp and conference, IHWC) 一 直 致 力 于 绘制 
SNPs - MHC 图 谱 , 现 已 基本 完成 HLA - T 型 的 SNPs 图 谱 绘 制 ,在 他 们 的 工作 中 发 现在 HLA 区 
域 的 SNPs 频率 比 基 因 组 其 他 区 域 的 要 高 ,HLA - I 型 中 ,SNPs 频率 为 1/100 bpo 

针对 HLA 基因 区 的 复杂 性 ,人 们 发 展 了 一 种 反 相 微 阵列 技术 用 于 HLA 分 型 。 该 方法 不 是 
将 针对 个 体 HLA 等 位 林 因 的 特异 窒 核 普 酸 固定 ,而 是 将 来 自 不 同 的 个 体 的 PCR 扩 增 的 HLA 
片段 固定 在 固体 表面 ,用 标记 的 特异 赛 核 苷 酸 探 针 与 来 自 不 同 个 体 的 待 测 样品 同时 杂交 。 这 
种 方法 适合 于 显示 大 样本 的 有 限 数量 的 重要 等 位 基因 , 它 在 遗传 连锁 研究 和 检测 某 HLA 型 与 


疾病 的 关联 中 有 较 大 作用 。 


现在 已 知 HLA 与 许多 自身 免疫 疾病 和 移植 排斥 存在 关联 。 早 期 的 自身 免疫 疾病 与 HLA 
等 位 基因 关联 的 研究 是 利用 血清 学 方法 ,近年 来 采用 了 DNA 分 型 的 方法 来 鉴别 , 现 已 验证 了 
HLA 基因 产物 在 一 系列 自身 免疫 疾病 包括 1 BUR PUES WR PL SBE 
ELE .溃疡 性 结肠 炎 等 的 易 感 性 中 起 决定 作用 。 然 而 ,这 种 关联 性 方法 有 时 存在 较 大 偏差 ， 


许多 关联 性 结果 在 随后 的 研究 中 被 认定 为 假 
因 关 联 性 侠 究 表明 它 是 和 HLA -I 型 的 位 点 
FA MILA kb 的 工 型 等 位 基因 仪 。 例 
发 现 它 是 由 HLA DQ 区 的 突变 引起 的 。 


阳性 结果 。 在 旱 期 自身 免疫 疾病 与 HLA 等 位 基 


关 的 ,而 随 着 研究 的 进展 ,显然 许多 关联 是 存在 


如 ,起 初 认为 HLA B8 和 工 型 糖尿 病 有 关 ,而 现在 


前 而 提 到 了 将 SNPs 图 谱 利 连锁 不 平衡 关联 分 析 相 结合 来 检测 疾病 易 感 基因 的 方法 , R 


而 ,在 HLA 区 域 ,该 方法 的 应 用 却 存在 较 大 困 


难 。 由 于 广泛 而 强烈 的 连锁 不 平衡 的 存在 ,疾病 


相关 基因 组 区 域 很 容易 被 检测 到 ,然而 如 何 寻 找到 引起 疾病 易 感性 的 确切 位 点 和 多 态 性 确 是 
一 个 难题 。 尤 其 对 大 多 数 HLA 相关 疾病 的 关联 性 而 言 ,由 于 强烈 的 连锁 不 平衡 使 得 在 多 变异 


导致 相同 超人 f 


的 区 域 ,很 难 将 连锁 不 平衡 信息 分 解 到 单一 DNA 变异 水 平 ,因此 如 何 确定 


任 一 个 单一 多 态 性 在 其 中 扮演 的 角色 是 极 困难 的 。 这 一 困难 在 HLA 中 重复 出 现 且 其 他 一 些 
区 域 也 可 见 到 ,例如 ,在 研究 [型 糖尿 病 时 位 于 11 号 染色 体 的 胰岛 素 基因 的 区 域 以 及 最 近 研 
究 克 罗 恩 开 病 的 位 于 5q21 位 点 的 细胞 素 狂 时 都 存在 上 述 现 象 。 另 外 ,也 没有 足够 大 的 样本 以 
对 一 个 假设 产生 令 人 信服 的 统计 。 很 少 存在 自身 免疫 疾病 中 被 鉴定 的 遗传 位 点 和 HLA 有 较 
强 的 关联 性 。 人 群 分 类 也 是 关联 性 研究 造成 假 阳性 的 一 个 因素 ,如 何 准确 选 定 对 照 组 样本 以 


便 和 疾病 组 形成 对 比 是 非常 如 


要 的 。 而 由 于 统计 方法 的 原因 , 现 有 的 大 量 SNPs 也 会 在 对 照 与 


病例 组 人 群 的 不 同等 位 基因 变异 的 多 重 测试 中 产生 问题 。 例 如 ,如 果 对 1 000 个 随机 SNPs 进 
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行 关联 研究 ,有 人 期 望 在 显著 性 水 平 P <0.05 条 件 下 找到 50 个 关联 ,这 时 某 一 关联 的 显著 性 
会 由 于 一 个 重要 候选 点 在 疾病 发 生 过 程 中 的 生物 学 特征 或 者 由 于 以 前 数据 曾 指出 某 一 特殊 多 
态 性 或 基因 在 疾病 中 的 关键 作用 而 明显 增强 。 这 实际 是 形成 一 种 误导 ,可 能 会 导致 某 些 数据 
无 法 解释 。 

一 些 遗 传 性 的 单 倍 型 在 整个 HLA 区 域 存在 而 且 有 很 高 的 保守 性 (如 A1 BS .DR3) ,连锁 不 
平衡 使 得 该 区 和 大 量 自身 免疫 疾病 以 及 其 他 一 些 非 免 疫 疾 病 但 是 由 遗传 单 倍 型 区 域 的 遗传 变 
异 引 起 的 疾病 存在 关联 。 在 基因 组 某 些 地 方 由 于 连锁 不 平衡 强烈 而 单 倍 型 是 有 限 的 ,因此 用 
少量 的 单 僻 型 标记 即 可 分 析 相 关 的 显著 性 成 分 ,这 时 ,分布 于 基因 组 的 单 偿 型 图 谱 可 能 是 大 规 
模 研 究 自 身 免疫 疾病 和 其 他 一 些 失 调 症 的 关联 性 策略 的 最 佳 方法 。 总 的 来 说 ,广泛 分 布 于 基 
因 组 的 SNPs 加 速 了 自身 免疫 疾病 易 感 基因 的 寻找 ,然而 SNPs 并 不 是 独立 作用 的 ,使 用 连锁 不 
平衡 有 利于 系统 性 寻 找 关 联 性 ,但 目前 方法 学 上 的 难题 限制 了 关联 性 策略 的 进展 。 也 许 在 未 
来 几 年 ,将 数量 巨大 的 SNPs 数据 库 、 单 倍 型 特征 和 遍及 基因 组 的 连锁 不 平衡 图 谱 三 者 结合 起 
来 ,并 在 明确 了 解 各 自 的 统计 学 限制 的 基础 上 ,在 常见 的 自身 免疫 疾病 的 新 的 遗传 决定 因素 的 
寻找 中 能 取得 快速 进展 。 

{四 )SNPs 与 药物 的 关系 

临床 用 药 时 ,药物 对 不 同 病 人 的 疗效 有 时 会 产生 较 大 差异 ,其 至 会 产生 较 强 的 副作用 , 据 
全 美 医学 联合 会 的 报道 ,药物 负 反 应 (ADRs) 是 美国 件 院 及 死亡 的 证 要 原因 之 一 ,导致 了 每 年 
超过 150 万 的 住院 病例 和 10 万 例 死 亡 。 

造成 这 种 差异 的 原因 存 于 药物 在 不 同 个 体 体内 活化 代谢 清除 方面 存在 的 差异 ,而 其 本 
质 还 是 遗传 差异 ,研究 表明 除了 病因 、 病 情 .药物 相互 作用 \ 年 龄 .营养 状况 \ 肝 肾 功 能 等 原因 
外 ,药物 转运 蛋白 ,药物 代谢 酶 ,药物 受 体 蛋 白 等 药物 效应 基因 的 多 态 性 是 影响 药物 代谢 与 疗 
效 的 关键 。 而 SNPs 能 充分 地 反映 个 体 间 的 遗传 差异 。 通 过 研究 SNPs 与 个 体 对 药物 敏感 性 或 
耐 受 性 之 间 的 相关 性 ,可 以 开明 遗 传 因 素 对 药物 效用 的 影响 ,从 而 对 医生 有 针对 性 地 用 药 和 药 
物 的 开发 提供 指导 和 依据 。1999 年 ,一 些 主要 的 制药 公司 组 成 了 SNPs 联盟 有 限 公司 ,主要 目 
标 是 发 现 新 的 SNPs 并 使 之 能 被 公开 利用 .研究 ,应 用 SNPs 分 析 来 开创 一 个 更 安全 更 有 效 的 
药物 治疗 的 时 代 。 

目前 关于 单个 基因 对 药物 作用 的 影响 方 而 的 研究 已 经 有 不 少 成 果 。 现 在 已 发 现 一 些 参 与 
药物 代谢 的 酶 的 基因 或 受 体 基 因 可 以 改变 药物 在 体内 的 代谢 各 个体 对 药物 的 敏感 性 。 例 如 ， 
药物 代谢 酶 CYP450 酶 系 易 出 现 基因 多 态 性 ,从 而 造成 不 同人 对 药物 反应 存在 显著 的 个 体 差 
异 ,特别 是 对 安全 范围 较 窄 的 治疗 药物 更 易 产生 毒性 的 差别 ,如 细胞 色素 P2D6, 其 基因 多 态 性 
会 影响 到 多 种 药物 的 代谢 ,包括 B- ERRA . 抗 抑郁 药 、 抗 精神 病 药 ` 镇 咳 药 等 。 但 对 于 许 
多 复杂 疾病 来 说 ,单个 基因 对 药物 作用 的 影响 甚 微 ,一 般 不 会 超过 5%。 因 此 ,在 基因 组 水 平 
上 进行 多 基因 研究 是 必要 的 。SNPs 由 于 数量 众多 和 易于 批量 检测 ,正好 为 此 提供 了 条 件 。 

目前 ,正在 兴起 的 药物 基因 组 学 致力 于 研究 基因 多 态 性 与 药物 效应 的 多 样 性 之 间 的 关系 ， 
它 不 仅仅 研究 单个 基因 对 药物 作用 的 调控 ,而 是 将 整个 基因 组 作为 一 个 整体 来 研究 它 对 药物 
作用 的 调控 ,包括 单 基因 的 影响 .多 基因 的 影响 和 基因 与 基因 间 的 相互 作用 ,从 而 为 临床 有 针 
对 性 地 合理 用 药 和 根据 不 同 基因 型 群体 对 药物 的 反应 来 改进 药物 设计 提供 了 理论 依据 。 基 
多 态 性 是 药物 基因 组 学 的 基础 ,主要 包括 药物 代谢 酶 .药物 转运 蛋白 ,药物 受 体 蛋 白 等 基因 多 
态 性 。 药 物 代谢 酶 多 态 性 指 同 -基因 位 点 上 具有 多 个 等 位 基因 ,其 多 态 性 决定 了 表 型 多 态 性 
和 药物 代谢 酶 的 活性 ,造成 不 同 个 体 间 药 物 代谢 反应 的 差异 ,是 产生 药物 毒 副作用 、 药 效 降 低 
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或 丧失 药 效 的 主要 原因 


一 ;药物 转运 蛋白 在 药物 的 吸收 、 排 泄 、 分 布 转运 等 方面 起 重要 作 
用 ,其 变异 对 药物 吸收 和 消除 具有 


作用 ;大 多 数 药物 与 其 特异 性 受 体 蛋白 相互 作用 产生 效 


应 ,药物 作用 疫 点 的 基因 多 态 性 使 车 蛋 白 对 特定 药物 有 不 同 亲 和 力 , 导 致 药物 疗效 的 不 同 。 
在 DNA 或 基因 结构 (基因 多 态 性 ) 上 的 微小 的 变异 就 可 能 会 导致 一 个 蛋 自 的 改变 ,从 而 对 
一 种 药物 产生 好 的 或 不 良 的 ( 药 效 下 降 或 毒 副作用 ) 反 应 。 编 码 区 的 SNPs 位 点 会 导致 酶 傣 化 


TEREZ 


白 稳定 性 变化 或 失 活 ,这 些 造 传 变异 还 会 引起 基因 错误 拼接 、 基 因 删 除 和 基因 


扩 增 。SNPs 会 在 药物 代谢 酶 , 受 体 蛋 白 , 转 运 蛋 白 的 基因 中 出 现 ,因此 SNPs 提供 了 一 种 潜在 
的 工具 ,作为 一 种 遗传 标志 来 预测 蛋白 功能 的 改变 而 导致 的 副作用 .毒性 或 对 药物 的 不 敏感 。 
例如 ,和 药物 代谢 酶 相关 的 SNPs 将 会 造成 个 体 对 药物 治疗 的 3 种 适应 结果 ,和 降低 药物 代谢 
相关 的 SNPs 将 导致 血清 中 药物 含量 上 升 ,预示 着 副作用 或 毒性 的 加 强 ; 而 和 加 强 药物 代谢 相 


关 的 SNPs 将 导致 血清 
的 SNPs, 预 示 着 个 体 在 | 
用 发 生 了 变化 而 造成 的 。 


药物 含量 下 降 , 从 而 降低 药 效 。 另 一 个 例子 是 和 受 体 或 转运 蛋白 相关 
临床 上 对 药物 作用 的 无 反应 性 ,这 种 结果 是 因为 受 体 或 转运 蛋白 的 作 


通过 对 上 述 基 因 SNPs 的 研究 ,将 会 发 现 大 量 与 疾病 相关 的 基因 位 点 和 药物 受 体 蛋 白 , 发 
现 与 药物 作用 和 不 良 反 应 相关 的 基因 片段 。 挽 救 在 临床 上 由 于 个 别 不 良 反 应 而 被 终止 研究 的 


药物 ,研究 开发 个 体 化 
精神 分 烈 症 药物 握 氮 
生命 的 粒 细 


作用 的 高 效 药物 ,为 药物 开发 开拓 出 广 闸 的 领域 。 例 如 诺华 公司 的 治疗 
,目前 仍 是 治疗 精神 病 的 首选 药 ,但 约 有 1% 的 病人 服用 后 会 引起 危及 
和 缺乏 症 ,从 面 限制 了 市 场 ,如 果 能 检测 出 粒 细胞 缺乏 证 的 药物 应 答 基因 ,无 疑 将 


大 大 拓宽 市 场 。 可 以 预见 ,未 来 的 疾病 治疗 将 由 传统 的 药物 治疗 模型 一 诊断 定向 治疗 转向 


基因 型 定向 治疗 , 即 根 ; 
化 医疗 。 展 望 未 来 ,个 4 
望 变 成 现实 。 


{五}SNPs 在 法 医学 中 的 应 用 
参见 相关 章节 中 的 叙述 。 


据 个 体 基因 型 选择 药物 和 剂量 , 从 根本 上 改变 药物 治疗 模式 ,实现 个 体 
性 化 药物 即 根据 SNPs 图 谱 为 不 同 种 族 或 群体 甚至 为 个 人 设计 的 药物 有 


CR 科 陈 #8) 


第 三 节 基因 芯片 技术 在 遗传 性 疾病 诊断 中 的 应 用 
HETERO (genetic disease) 简 称 迁 传 病 ,通常 由 于 来 代 生殖 细胞 受精 邪 或 体 细胞 中 某 些 


遗传 物质 缺失 或 发 生 改 变 , 导 致 子 代 发 病 ,表现 为 子 代 结构 异常 和 (或 ) 功 能 紊乱 , 故 称 为 遗传 
性 疾病 。 目 前 已 发 现 有 1 万 多 种 ,在 人 群 中 的 发 病 率 约 为 5% ,我 国 为 13 亿 人 口 的 大 国 ,每 年 
约 出 生 2 000 万 名 婴儿 , 按 上 述 发 病 率 估计 ,每 年 大 约 出 生 的 婴儿 中 约 有 40 万 成 为 遗传 性 疾病 


的 患者 ,因此 对 于 广大 


医务 工作 者 来 说 ,为 了 预防 遗传 病 息 儿 的 出 生 , 有 必要 了 解 遗 传 性 疾病 


的 发 病 机 制 及 遗传 性 疾病 的 诊断 方法 ,基因 芯片 作为 最 近 出 现 的 基因 诊断 方法 ,具有 大 通 量 、 
高 容量 的 特点 ,因此 了 解 基因 芯片 及 其 在 遗传 性 疾病 的 应 用 ,具有 重要 的 现实 意义 。 


一 、 遗传 性 疾病 的 分 类 


遗传 性 疾病 通常 可 分 为 五 大 类 :中 体 细胞 遗传 病 ;@ 线 粒 体 基因 病 ;@ 染 色 体 病 ;@ 多 基因 


病 ;@ 单 基因 病 。 
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(一 ) 体 细胞 遗传 病 {somatic cell genetic disease) 

体 细胞 遗传 病 的 形成 以 体 细胞 遗传 物质 突变 为 直接 原因 ,最近 研 究 发 现 部 分 肿瘤 、 部 分 先 
天 了 畸形 以 及 自身 免疫 病 属 体 细 胞 遗传 病 。 如 遗传 性 乳腺 瘤 与 体 细胞 抑 瘤 基 因 Brea I 的 突变 
AK, MS PSA P53 的 突变 有 关 。 

{ 二 ) 染 色 体 病 {chromosome disease) 

人 类 正常 的 体 细胞 为 二 信 体 ,染色 体 数 为 46 条 , 即 22 对 常 染色 体 和 XX 或 XY 性 染色 体 。 
如 果 在 生殖 细胞 或 受精 孵 发 育 早期 出 现 差错 ,就 会 发 生 染 色 体 数目 异常 或 结构 畸变 , 常 导致 子 
代 智 力 低下 与 发 育 迟 组 , 称 为 染色 体 病 , 如 21 三 体 综合 征 以 及 18 三 体 综合 征 等 。 

{三 ) 线 粒 体 基因 病 {mitochondrial disease) 

线粒体 为 细胞 质 内 一 个 重要 的 细胞 器 ,为 细胞 氧化 供 能 中 心 ,线粒体 基因 病 的 突变 基因 位 
于 线粒体 的 DNA 上 ,其 表达 与 遗传 完全 不 同 于 核 基因 , 呈 典 型 的 细胞 质 遗 传 方式 。 目 前 已 发 
现 100 多 种 与 线粒体 基因 突变 有 关 的 遗传 病 ,如 线粒体 脑 肌 病 以 及 Leber 和 遗传 性 视神经 病 等 。 

(四 } 多 基因 病 {polygenic disease} 

多 基因 病 是 由 多 个 基因 突变 所 致 的 遗传 病 , 并 涉及 到 多 种 遗传 因素 和 环境 因素 ,有 家 族 聚 
集 现象 ,但 无 单 基 因 病 那样 明确 的 家 系 传递 ,目前 已 发 现 近 200 余 种 ,一 些 危害 严重 的 常见 病 ， 
总 高 血压 、 冠 心病 以 及 哮 岗 等 均 是 多 基因 病 。 

{ 五 )} 单 基因 病 {monogcnic disease} 

单 基 因 病 是 由 于 单个 基因 突变 所 致 的 遗传 病 ,通常 呈现 特征 性 的 家 系 传递 模式 ,在 一 对 同 
源 染 色 体 上 ,可 能 其 中 一 条 携带 突变 基因 ,也 可 能 两 条 染色 体 对 应 基因 座位 都 是 突变 基因 。 依 
照 突变 基因 所 在 染色 体 以 及 基因 显 隐 性 的 不 同 常 分 为 常 染 色 体 显 性 遗传 病 , 常 染 色 体 隐 性 址 
传 病 X 连锁 显 性 遗传 病 和 连锁 隐 性 造 传 病 以 及 T 连锁 遗传 病 等 ,一 些 危 害 严 重 的 遗传 病 , 如 
地 中 海 贫血 、 血 友 病 以 及 血红 蛋白 病 均 为 单 基因 病 。 


二 、 遗 传 性 疾病 与 基因 突变 


(一 } 遗 传 性 疾病 的 基因 突变 类 型 

遗传 性 疾病 是 由 于 遗传 物质 发 生 突变 所 引起 的 疾病 ,也 就 是 说 ,遗传 性 疾病 发 生 的 物质 基 
础 是 遗传 物质 的 突变 ,包括 基因 突变 与 染色 体 畸 变 , 除 了 染色 体 畸 变 导致 染色体 病 外 ,其 他 四 
类 遗传 性 疾病 均 与 基因 突变 有 关 , 可 见 基因 突变 在 遗传 性 疾病 的 发 病 中 起 重要 作用 。 基 因 突 
变 系 DNA 分 子 结 构 的 化 学 变化 ,这 种 变化 可 以 人 工 诱发 , 称 人 工 诱 变 ,电离 辆 射 、 化 学 刺激 以 
及 病毒 也 可 引起 ;为 一 类 是 自然 突变 ,是 由 于 DNA 复制 .交换 \ 修 复 损伤 等 过 程 中 碱 其 配对 “ 误 
差 " 而 产生 , 常 分 为 以 下 几 种 类 型 。 

1 点 突变 (point mntation) 。 点 突变 又 称 为 单个 碱 基 的 替代 , 指 DNA 大 分 子 上 一 个 碱 基 的 
变异 ,可 分 为 转换 (bansition ) 与 颠 换 (bansversion) 两 种 类 型 , 顺 叭 取代 叶 叭 或 喀 啶 取代 喀 啶 , 称 
为 转换 ,包括 A- CG.G -A,T- C.C-T4 PER BR RUE ES , 称 为 其 换 , 有 
8 种 颠 换 形式 。 颠 换 最 典型 的 例子 就 是 镰 状 细胞 贫血 ,患者 血红 蛋白 分 子 中 的 B 链 第 6 位 氨基 
酸 , 原 本 是 谷 氨 酸 ,由 GAG(G) 编 码 , 当 GAC 突变 成 CTC, ARB AN OB BK TE RAR 
细胞 型 血红 蛋白 (HbS) ,发 生 镰 状 细胞 贫血 。 

2. 插 入 (inseriion) 或 缺失 (deletion)。 插 入 (或 缺失 ) 分 为 两 种 类 型 ,一 是 整个 密码 子 插入 
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《或 缺失 ) ,此 时 在 搬 和 人 (或 缺失 ) 的 密码 子 上 下 碱 基 序列 都 不 改变 ,其 结果 是 合成 的 多 肽 链 增加 
或 减少 一 个 氨基 酸 , 如 Hb leiden 病 ,是 由 于 血红 蛋白 链 的 第 6 或 7 位 的 谷 氨 酸 缺 失 所 致 。 而 另 
一 类 指 在 编码 序列 中 揪 入 或 丢失 一 个 或 数 个 碱 基 , 造 成 编码 区 阅读 框架 的 移 位 ,造成 移 码 突 
变 , 肽 链 合 成 因而 可 提前 或 移 后 终止 ,中 国人 很 常见 的 B 地 中 海 贫血 突变 类 型 B codon 4 - 42 
(= NJ4bp) 就 是 此 类 突变 。 

3. 不 等 交换 (unequal crossover) 。 在 减 数 分 裂 时 ,部 分 同 源 染色 体 进 行 配对 ,交换 遗传 物 
质 , 如 果 配 对 不 准确 , 则 可 发 生 不 等 交换 ,造成 基因 或 基因 片段 的 缺失 ,重复 等 。 如 两 条 16 号 
染色 体 的 “ 珠 蛋 白 基 因 的 同 源 序列 发 生 不 等 交换 ,可 导致 " 珠 蛋 白 基因 的 缺失 或 重复 ,前 者 发 
生 a 地 中 海 贫 血 ,后 者 则 可 产生 a 珠 蛋 白 基因 的 三 体型 。 

4. 基 因 倒 位 (gene inversion), DNA 分 子 内 一 段 核 背 酸 方 向 反 置 ,如 从 3 ~ 3' 整 段 颠 倒 为 3 
- SRA DNA 分 子 内 重组 ,导致 一 大 段 核 菇 酸 在 DNA 分 子 内 移 位 。 重 型 血 友 病 A 患者 中 ， 
VI 因子 基因 内 含 子 22 内 的 一 大 段 核 背 酸 与 因子 VII 基因 上 游 约 500kb 处 的 另 两 段 核 昔 酸 之 
一 发 生 同 源 重 组 ,从 而 在 染色 体 Xq 的 末端 引入 一 个 倒 位 ,把 VI 因子 编码 基因 分 成 相距 约 
500 kb、\ 方 向 相反 的 两 部 分 ,导致 重型 血 友 病 的 发 生 。 

5. 基 因 融 合 (gene fusion) 。 基 因 融 合 系 指 两 个 不 同 基因 的 核 蔡 酸 序列 相连 接 ,成 为 一 个 新 
的 基因 , 称 为 融合 基因 。 其 主要 原因 一 是 同 源 染色 体 之 间 的 不 等 交换 所 致 ,如 $B 珠 蛋 窑 基 轩 的 
VAA REAREA d 基因 的 5' 端 融合 形成 3- 8 基因 ,导致 3-B 或 8 地 中 海 贫血 ; 另 
一 是 由 于 染色 体 之 间 易 位 产生 的 ,如 慢性 粒 细胞 性 白细胞 的 BCR - ABL 融合 基因 ,是 由 第 9 号 
PERKE LIMER ABL 易 位 到 22 号 染色 休 的 长 璧 ,与 断裂 簇 区 域 基因 BCR 相连 接 , 成 为 
BCR - ABL 融合 基因 ,该 融合 基因 翻译 成 一 个 异常 的 BCR- ABL 融合 蛋白 ,导致 慢性 粒 细胞 性 
白细胞 。 

6. 动 态 突变 (dynamic mutatton) 。 动 态 突 变 又 称 不 稳定 核 苷 酸 重 复 序列 突变 , 指 DNA 分 子 
中 核酸 重复 序列 拷贝 数 发 生 不 同 程度 的 增加 所 致 ,表现 为 突变 基因 的 核 苷 酸 重复 序列 的 异 
常 扩展 及 在 代 与 代 之 问 传递 中 的 不 稳定 性 。 如 核 背 酸 重复 序列 的 扩展 超过 一 定 的 长 度 就 会 发 
生 疾 病 。 近 年 来 ,陆续 发 现 20 余 种 遗传 病 与 动态 突变 有 关 , 如 脆性 尺 综合 征 与 CGG 重复 序列 
异常 扩展 有 关 、 而 享 廷 顿 舞蹈 病 则 与 CAC 重复 序列 异常 扩展 有 关 。 

{ 二 ) 基 因 突 变 的 遗传 效应 

1. 遗 传 密码 的 改变 。 由 于 基因 突变 ,导致 核 苷 酸 的 序列 发 生 改 变 , 有 可 能 导致 遗传 密码 的 
改变 ,根据 遗传 密码 是 否 改变 ,可 将 基因 突变 分 为 4 类 : 

(1) 中 性 突变 (neutral mutation): 中 性 突变 是 指 碱 基 蔡 换 后 虽然 一 个 遗传 密码 子 变 成 另 一 
个 密码 子 , 但 由 于 遗传 密码 存在 简 并 性 ,其 所 编码 的 氨基 酸 并 不 改变 ;或 编码 的 氨基 酸 虽然 改 
变 ,但 蛋白 产物 的 活性 并 不 改变 (如 某 些 同 功 酶 的 氨基 酸 组 成 不 同 ,但 功能 相同 ) ,如 CUU、CUG 
以 及 CUC 都 是 编码 亮 氨 酸 的 密码 子 。 

(2) 错 义 突变 (missense mutation): 错 义 突变 是 指 碱 基 巷 换 后 ,一 个 密码 子 变 成 另 一 个 密码 
子 , 编 码 的 氨基 酸 改变 ,导致 蛋白 产物 的 活性 改变 。 镁 状 细胞 贫血 是 由 于 B 珠 蛋白 基因 codon 6 
GAG 突变 成 GTC, 谷 氨 酸 突变 为 顷 氨 酸 , 即 为 典型 的 错 义 突变 。 

(3) 无 义 突变 (nonsense mutation) :无 义 突变 是 指 碱 基 蕉 换 后 ,一 个 原本 编码 氨基 酸 的 密码 
子 变 成 一 个 终止 密码 子 , 导 致 多 肽 合成 提前 终止 ,产生 无 活性 的 多 肽 片段 。 如 Hb Mekees Rorkf 
变异 型 ,就 是 由 于 6 珠 蛋 白 基 因 codon 145UAU( 编 码 酷 氨 酸 ) 突 变 为 终止 密码 子 UAA 所 致 。 

(4) 移 码 突变 (frame shift mutation) :在 编码 序列 中 插入 或 丢失 一 个 或 数 个 碱 基 , 造 成 编码 区 
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阅读 框架 的 移 位 , 肽 链 合成 因而 可 提前 或 移 后 终止 , 如 Hbanston 是 由 于 B 珠 蛋白 基因 codon 
145UAU 第 一 个 如 缺失 , 即 为 移 码 突变 。 

2. 遗 传 表 型 的 改变 。 

(1) 分 子 病 :由 于 基因 突变 导致 其 编码 的 蛋白 质 分 子 的 结构 或 功能 发 生 改 变 , 或 者 蛋白 质 
的 缺失 ,从 而 引起 一 系列 的 病理 变化 , 称 为 分 子 病 ,血红 蛋白 病 以 及 地 中 海 贫 血 即 为 典型 的 分 
子 病 。 

(2) 先 天 性 代谢 病 :由 于 基因 突变 导致 其 编码 的 酶 分 子 的 结构 或 功能 发 生 改 变 ,或 者 酶 仿 
量 的 降低 ,从 而 引起 遗传 性 酶 缺陷 与 代谢 紊乱 , 称 为 先天 性 代谢 病 ,如 白化 病 与 葡萄 糖 -6- BF 
酸 脱 氨 酶 (G6PD) 缺 乏 症 等 。 

(3) 肿 瘤 : 体 细胞 内 的 基因 窗 变 是 导致 肿瘤 发 生 的 重要 源 因 ,遗传 性 视网膜 母 细 胞 瘤 就 是 
由 Rb 基因 突变 所 致 。 


三 、 基 因 突 变 检 测 技术 


目前 实验 室 常用 于 基因 突变 检测 的 技术 如 下 ,其 核心 技术 为 核酸 分 子 杂 交 与 公 合 酶 链 式 
反应 。 

{ 一 ) 核 酸 分 子 杂 交 

核酸 分 子 杂 交 是 一 种 最 经 典 的 基因 突变 检测 技术 ,根据 已 知 的 基因 突变 位 点 的 核 背 酸 序 
列 ,设计 相应 的 寡 核 苷 酸 探 针 , 探 针 与 待 测 的 DNA 进行 分 子 杂交 ,根据 信号 的 有 无 与 强 弱 判断 
待 检测 DNA 是 否 发 生 突 变 , 包 括 Southem 印迹 、 点 杂交 以 及 原 位 杂交 等 几 种 类 型 。 

(二) 聚合 酶 链 式 反应 {polymerase chain reaction, PCR) 及 其 衍生 技术 

用 于 扩 增 位 于 两 段 已 知 序列 之 间 的 DNA 区 自 。 在 由 Tag DNA 聚合 酶 催化 的 一 系列 合成 
反应 中 ,使 用 两 段 赛 核 背 酸 作 为 反应 的 引物 。 引 物 分 别 与 模板 DNA 两 条 链 上 的 一 段 序列 互 
补 ,而 这 两 段 模板 序列 又 分 别 位 于 待 扩 增 DNA 区 段 的 两 侧 。 反 应 时 ,首先 在 摩尔 数 大 大 过 量 
的 两 段 寡 核 甘酸 及 4 种 dNTP 存在 下 将 模板 DNA 进行 加 热 变性 。 随 之 将 反应 混合 物 冷却 至 某 
一 温度 ,使 引物 与 它 的 四 序列 发 生 退 火 。 此 后 退火 引物 在 Tog DNA 聚合 酶 作用 下 得 以 延伸 。 
如 此 反复 进行 变性 .退火 和 延伸 称 为 PCR 的 一 个 循环 。 由 于 一 轮 扩 增 的 产物 又 充当 下 一 轮 扩 
增 的 模板 ,所 以 在 这 一 周而复始 的 过 程 中 ,每 完成 一 个 循环 ,理论 上 使 目的 DNA 增加 1 倍 。 
PCR 操作 简单 .特异 性 强 、 灵 第 度 高 , 常 借助 于 聚 丙 烯 酰胺 凝 胺 电泳 与 毛细 管 电泳 进行 结果 判 
斯, 广泛 应 用 于 多 种 遗传 病 ` 肿 瘤 ,感染 作 疾 病 等 的 基因 诊断 。 

PCR 扩 增 产物 又 可 以 作 进一步 的 分 析 , 下 面 将 分 别 介绍 。 

1. 单 链 构 象 多 态 性 (single strand conformation polymorphism, SSCP); ARRE, BPE 
是 一 个 碱 基 的 变化 ,也 会 使 单 链 DNA 的 构象 发 生变 化 ,进而 导 臻 单 链 DNA 在 非 变性 凝 胶 中 电 
泳 时 迁移 率 发 生 改 变 , 比 较 标本 和 野生 型 对 照 基因 在 非 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 时 迁移 的 距 
离 或 条 带 的 差异 ,就 可 判断 是 否 发 生 突变 ,但 是 不 能 明确 突变 的 类 型 。 

2 .切割 片段 长 度 多 态 人 性 (cleavage fragment length polymorphism, CFLP)。CFLP 是 在 SSCP Æ 
础 上 发 展 起 来 的 突变 检测 技术 , 单 链 DNA 在 中 性 条 件 下 可 形成 发 夹 状 二 级 结构 ,cleavase I 外 
切 酶 能 识别 发 天 结构 并 可 在 其 附近 进行 切割 。 发 夹 结构 的 数目 是 由 其 一 级 结构 决定 的 ,因此 
当 基 因 发 生 突变 时 ,其 单 链 DNA 形成 的 发 夹 结构 的 数 日 亦 随 之 改变 ,通过 诊 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 就 可 检测 出 来 。 
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3.PCR 与 其 他 技术 相 结合 。 

(1)PCR/ASO(allele specific oligonucleotide, 等 位 基因 特异 性 寡 核 背 酸 ) 探 针 法 。 首 先 采 用 
PCR HERP ARE DNA ,然后 将 扩 增 的 DNA 与 相应 的 等 位 基因 特异 性 赛 核 背 酸 探 针 进 行 杂 交 ， 
严格 控制 杂交 条 件 与 洗 脱 条 件 , 使 只 有 与 探 针 完全 互补 的 报 DNA 才 显 示 杂 交 信 号 ,用 于 判断 
是 否 存 在 基因 突变 以 及 突变 是 纯 合 子 还 是 杂 合子 。 

(2) 基 因 艾 片 (genechip) 技 术 。 针 对 不 同 的 基因 突变 或 基因 多 态 性 ,设计 出 不 同 的 窒 核 背 
酸 探 针 ,并 固定 在 固 相 载 体 上 , 即 基 因 芯 片 ,同时 采用 PCR 技术 对 含 突变 或 多 态 性 位 点 的 基因 
片段 进行 扩 增 ,将 扩 增 片段 与 基因 芯片 进行 杂交 。 从 某 种 意义 上 ,基因 芯片 技术 是 PCRAASO 
技术 的 集合 ,是 大 通 量 、 高 容量 的 PCR/ASO 技术 。 

《3) 荧 光 共 振 能 量 转 移 (fiuorescence resonance energy transfer, FRET) 结 合 探 针 熔 解 曲线 分 析 
技术 。 荣 光 共 振 能 量 技 术 采 用 了 两 个 不 同 的 探 针 ,分 别称 为 猎 探 针 与 报告 探 针 , 锚 探 针 的 5’ 给 
标记 荧光 素 分 子 ,而 报告 探 针 3' 端 标记 另 一 荧光 素 分 子 ( 该 探 针 设 计 与 突变 型 匹配 ,覆盖 烛 序 
列 的 某 一 突变 或 多 态 性 位 点 ) ,由 于 两 条 探 针 能 与 模板 链 相 邻 的 序列 杂交 ,借助 于 荧光 共振 能 
量 传递 , 锚 探 针 所 发 出 的 荧光 被 报告 探 针 所 吸收 ,报告 探 针 发 出 另 一 波长 的 荧光 ,也 就 是 只 有 
两 条 探 针 均 与 模板 链 杂 交 时 ,报告 基 团 才 发 出 荧光 ,因此 在 扩 增 完成 后 ,逐渐 提高 温度 ,对 杂交 
产物 的 稳定 性 监测 ,得 到 熔 解 曲线 , 当 反 应 体系 的 温度 达到 解 链 的 温度 Tm 时 , 探 针 与 部 序列 
的 解 链 ,此 时 反应 的 荧光 强度 变化 最 大 ,由 于 突变 型 与 报告 深 针 匹配 ,而 野生 型 的 靶 序 列 与 报 
告 探 针 有 碱 基 误 配 ,因此 两 者 Tm 有 差别 ,因此 道 过 Tm 的 变化 就 可 反应 待 测序 列 是 否 有 突变 
以 及 突变 的 类 型 。 

PCR - FRET 技术 相 结 会 的 分 析 方 法 就 是 目前 广泛 应 用 的 各 种 定量 PCR 技术 的 理论 与 方 
法 学 基础 。 
(4) 限 制 性 内 切 酶 酶 谱 分 析 。 基 因 突 变 可 导致 基因 上 某 一 限制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 的 改变 、 
消失 或 增加 ,如 用 此 酶 消化 待 检 测 DNA 和 野生 型 对 照 DNA, 通 过 比较 片段 的 大 小 以 及 多 少 的 
差别 ,判断 DNA 是 否 发 生 突变 。 

(5) 限 制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fragment length polymorphism, RFLP) 分 析 。 个 体 间 基 
因 的 核 背 酸 序列 存在 着 差异 ,为 DNA 多 态 性 。DNA 多 态 性 可 影响 限制 性 内 切 酶 的 切割 位 点 ， 
而 某 些 致 病 基因 可 能 与 特定 的 多 态 性 DNA 限制 性 片段 紧密 连锁 ,以 此 多 态 性 片段 为 “遗传 标 
记 ”, 可 判断 待 检 DNA 的 突变 情况 。 

{ 三 ) 凝 胶 电 泳 技术 

] .变性 梯度 凝 胶 电 泳 (denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) o 基因 发 生 突变 时 ,其 稳 
定性 发 生变 化 , 熔 解 温度 (Tm) 随 之 改变 ,进行 变性 梯度 凝 胶 电 泳 ( 甲 酰 氨 的 浓度 呈 梯 度 递 增 )， 
突变 DNA 与 野生 型 DNA 出 现 不 同步 的 部 分 解 链 ,进而 导致 不 同 的 电泳 迁移 率 。 

2 ,毛细管 凝 胶 电泳 法 (capillary gel electrophoresis, CCE); BARRERES EEA 
ABA WEA SALE AR RE BOR ,与 普通 的 电泳 技术 比较 ,具有 更 高 的 精密 度 与 分 辨 
率 ,分 离 180 ~ 200 bp 的 序列 效果 更 佳 。 

{四 }DNA 序列 分 析 

理论 上 ,DNA 序列 分 析 是 进行 突变 检测 的 最 直观 和 准确 的 方法 ,目前 DNA 测序 已 成 为 检 
测 突变 并 最 终 确 定 突变 类 型 和 突变 位 点 的 一 种 有 效 方法 。 


- 294: 


第 十 七 章 ” 生物 芯片 在 医学 中 的 应 用 


表 17-4 主要 基因 突变 检测 方法 的 比较 


方 法 K a 关键 问题 
核酸 分 子 杂交 错 配 时 杂交 信号 减少 或 消失 选择 合适 探 针 ,优选 杂交 条 件 
RELP 基 内 变异 导致 酶 切 位 点 选择 合适 限制 性 核酸 内 切 本 
DNA 序列 分 析 全 序 测定 ,比较 差异 工作 量 大 
PCR 变异 引起 扩 增 产物 不 同 选择 适当 引物 
SSCP 变异 引起 核酸 单 链 构象 改变 选择 合适 DNA 片段 


荧光 共振 能 量 转移 结合 探 ”突变 导致 探 针 与 模板 稳定 性 发 生 ”选择 适当 的 荧光 素 标记 的 探 针 
针 熔 解 曲线 分 析 技术 变化 


切割 闪 段 长 度 多 态 性 突变 引起 单 链 DNA RRR RE ”选择 合适 片段 

构 数目 改变 
基因 芯片 错 配 时 荧光 强度 减少 或 消失 设计 适当 的 探 针 阵列 
毛细 管 凝 胶 电 泳 多 元 杂交 后 分 析 杂 交差 异 部 分 或 全 长 基因 的 扩 增 


四 、 遗 传 性 疾病 基因 芯 


(一 ] 遗 传 性 疾病 基因 芯片 阵 烈 的 设计 
基因 芯片 最 关键 的 技术 是 探 针 阵列 的 设计 ,不 同 的 四 序列 常 采用 不 同 的 探 针 阵列 设计 策 
略 , 当 进行 遗传 性 疾病 基因 突变 或 基因 多 态 性 检测 时 , 常 采用 以 下 几 种 方案 ; 
. 登 瓦 阵列 (tiled aray) ,又 称 砌 砖 式 阵列 ,是 一 种 最 常用 的 检测 遗传 性 疾病 基因 突变 或 
基因 多 态 性 的 阵列 ,为 了 检测 某 一 基因 突变 或 基因 多 态 性 的 位 点 ,一 般 设计 4 条 探 针 ,该 阵列 
探 针 一 般 长 约 15 ~ 25 bp, 除 了 探 针 最 中 间 的 一 个 碱 基 外 ,4 条 探 针 其 他 碱 基 序列 完全 相同 ,而 
4 条 探 针 中 间 的 碱 基 则 分 别 ATG 和 C, 当 此 4 条 探 针 与 地 序列 杂交 时 ,只 有 碱 基 完 全 配对 发 
出 的 荧光 信号 最 强 ,根据 荧光 强 难 就 可 以 确定 该 处 的 磊 基 是 否 发 生 突变 ,同样 对 于 一 个 长 度 为 
工 的 待 测序 列 ,只 要 按 此 方法 设计 AL 个 探 针 阵列 ,就 可 检测 所 有 的 突变 位 点 ,例如 为 了 检测 序 
列 AACGCCATGCXTTACATACAC 中 义 位 点 是 否 发 生 突变 ,可 设计 如 下 探 针 阵列 : 
TTCCGGTACCTAATGTATCTG 
TICCGGTACGAAATGTATGTG 
TICCGGTACGGAATCTATGTG 
TICCGGTACGCAATGTATGTG 
2. 根据 基因 突变 的 类 型 ,如 缺失 ,插入 或 点 突变 ,直接 设计 与 突变 序列 互补 的 探 针 (突变 
探 针 ), 间 时 设计 与 正常 序列 互补 的 探 针 (参考 探 针 ) ,组 成 一 个 阵列 ,然后 将 待 测序 列 与 阵列 进 
行 杂 交 , 可 根据 荧光 信号 强度 的 强 弱 确 定 是 否 发 生 突变 以 及 基因 分 型 ,如 正常 序列 为 TTCCC- 
GTACCTAATGTATCTG, 而 突变 序列 则 为 TTCCGGTACGGAATGTATGTC, 则 相应 的 探 针 分 别 为 
AAGGCCATGC [A] TTACATACAC 和 AAGGCCATGC [C] TTACATACAC, 我 国 深圳 赛 尔 公司 推出 的 
Thalachip 地 中 海 贫血 基因 诊断 芯片 即 为 此 种 类 型 。 
3. 杂交 测序 (sequeneing by hybridization, SBH) 用 探 针 阵列 。 该 阵列 探 针 较 短 , 约 7~ 8 NR 
基 , 包 括 所 有 4 种 碱 基 出 现 的 可 能 排列 组 合 ,以 8 个 碱 基 的 阵列 为 例 ,有 他 =65 536 中 组 合 ,以 
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一 定 规律 相互 重 从 排列 ,通过 大 量 阵列 反应 的 结果 ,就 可 以 判定 待 测 于 序列 ,当然 也 可 用 于 了 
解 遗传 性 疾病 的 基因 突变 或 多 态 性 位 点 。 而 且 该 阵列 还 可 用 于 发 现 新 的 基因 突变 或 多 态 性 位 
点 ,如 为 了 检测 ATCCTAGCTGAA, 共 有 5 条 探 针 可 与 待 测序 列 互补 ,分 别 是 : TAGGATCG、AG- 
GATCGA 、GGATCGAC、GATCGACT、ATCGACTT, 如 果 待 测序 列 突变 为 ATCCTACCTGAA , 则 完全 互 
补 的 探 针 分 别 为 TAGGATGG、AGGATGGA、GCATGGAC GATGGACT、ATGGACTT。 

4. 邻 堆 杂交 (contiguous stacking hybridization, CSH) 阵 列 。 较 短 的 探 针 ( <5 bp) 不 能 与 起 序 
列 形成 稳定 的 双 链 ,但 是 将 一 条 较 长 的 探 针 与 一 条 较 短 的 探 针 同 时 与 靶 序 列 杂交 , 且 两 条 探 针 
相 邻 ,由 于 邻近 碱 基 的 堆积 作用 , 则 都 会 形成 稳定 双 链 ,如 相 邻 的 一 条 5 bp 的 探 针 和 一 条 10 bp 
的 探 针 则 时 与 基 序 列 杂交 ,会 形成 稳定 的 15 bp 的 双 链 。 此 时 10 bp 的 探 针 与 非 突 变 区 杂交 ， 
起 增加 双 链 称 定性 的 作用 ,而 5 bp 的 探 针 根 据 突变 的 特征 设计 ,与 突变 区 域 杂交 ,因此 根据 5 
bp 的 探 针 类 型 以 及 对 应 的 荧光 强度 的 强 弱 即 可 判断 突变 类 型 。 如 为 了 检测 序列 AGCGT- 
GAGCTTAGAT [G] GCTTGCTAT 中 国 是 突变 为 四 还 是 缺失 ,可 考虑 设计 10 bp 的 探 针 CACTC- 
GAATC, ffl 5 bp 的 探 针 则 可 分 别 设 计 为 TAACG 和 TACGA。 

5. 通用 探 针 (universal probe) 阵 列 。 该 探 针 长 约 20 bp, 序 列 一 致 ,也 就 是 说 相同 的 探 针 可 
用 于 不 同 的 四 基因 检测 ,如 通用 探 针 阵列 可 用 于 不 同 的 遗传 性 疾病 的 突变 检测 ,其 特异 性 主要 
通过 PCR 等 手段 进行 控制 ,同时 在 PCR 等 过 程 中 引入 探 针 的 互补 序列 ,以 便 扩 增产 物 能 与 国 
相 载 体 连 接 , 如 采用 通用 探 针 阵列 与 PCR/LDR( 连 接 酶 链 式 反应 ) 检 测 基因 突变 ,首先 采用 
POR 技术 进行 扩 增 ,然后 进行 LDR,LDR 的 一 条 引物 含有 通用 探 针 的 互补 序列 , 另 一 条 引物 则 
连接 一 菊 光 报告 基 团 ,两 条 引物 只 有 与 待 测序 列 完全 匹配 时 ,连接 酶 才能 将 两 条 引物 连接 起 
来 ,一 旦 靶 序 列 发 生 突变 ,连接 栈 不 能 将 2 条 引物 连接 起 来 ,荧光 报告 基 团 不 能 与 固 相 载体 候 
联 , 菊 光 强度 明显 下 降 , 因 此 可 用 于 基因 突变 的 分 析 ,而 且 可 明确 基因 型 ,图 17 - 8 为 其 原理 示 
意图 : 


LDR 5141: A (或 G) + LDR 引物 I: TF 
WFF — WEA C 
AxT F GeT F 
RFFU5 SMTA BEX, LDR 阴性 ) (地 序列 与 引物 序列 配对 ，LDR 阳性 ) 
A G.T F 
A GeT F 
(与 通用 探 针 阵列 杂交 ， 无 特异 性 欧 治 ) {与 通用 探 针 阵列 杂交 , 有 特异 性 荧光 ) 


图 17-8 通用 探 针 阵列 杂交 原理 示意 图 
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(二 ) 目 前 检测 遗传 性 疾病 的 主要 基因 芯片 种 类 


1. 地 中 海 贫血 基因 突变 检测 芯片 。 地 中 海 贫血 (ithalassemia) ， 又 称 海洋 性 贫血 ,是 由 于 珠 
伐 白 基因 的 缺失 或 缺陷 ,导致 一 种 或 几 种 珠 蛋 白 肽 链 合成 受到 抑制 ,进而 引起 的 溶血 性 贫血 ， 
因 本 病 最 早 发 现 于 地 中 海地 区 ,因而 称 为 地 中 海 贫血 ,在 我 国 多 见于 南方 各 地 ,如 广东 ,广西 以 
及 海南 等 省 。 根 据 珠 副 白 肽 链 缺 失 的 差异 可 将 地 中 海 贫血 分 为 地中海 贫血 与 B 地 中 海 贫血 
两 大 类 。 

(l)c 地 中 海 贫血 (c - thalassemia) 是 指 珠 蛋 白 " 链 部 分 或 完全 缺失 的 地 中 海 贫血 ,a 珠 蛋白 
的 基因 位 于 16 号 染色 体 短 辟 上 ,总 长 约 29 kb, 共 包括 7 个 连锁 的 a 类 基因 或 假 基因 ,a 地 中 海 
贫血 的 基因 突变 主要 为 基因 缺失 ,月 前 至 少 已 报道 了 20 多 种 缺失 型 ,对 中 国人 来 说 ,a BARE 
白 的 基因 缺失 型 主要 为 右 策 缺失 ( - 07) . 左 侧 缺失 ( - oat?) 和 东南 亚 缺 失 型 三 种 。 除 基因 缺 
失 外 , 尚 有 部 分 a 地中海 贫 血 由 点 突变 所 致 ,目前 已 发 现 的 点 突变 有 30 多 种 ,中 国人 主要 有 两 
种 ，: 为 吧 珠 蛋白 基因 中 125 位 密码 子 CTG REM CCC, RE PB, A PE 
2 RRR AP 142 位 终止 密码 子 TAA 突变 成 CAA ,使 肽 链 合 成 直至 173 位 的 另 一 终止 密码 
THATAR. 

(2)R 了 地中海 贫血 (B - thalassemia) £2 h F B 珠 蛋白 基因 能 的 突变 ,使 8 类 珠 蛋 白 的 合成 爱 
到 抑制 的 地 中 海 贫血 。8 地 中 海 贫血 星 常 染色 体 隐 性 遗传 ,与 地中海 贫血 主要 由 基因 缺失 
所 致 不 同 ,8 地 中 海 贫血 全 世界 已 发 现 120 多 种 基因 突变 类 型 , 除 少数 几 种 为 基 囚 缺失 外 , 绝 
大 部 分 是 点 突变 的 结果 。 如 IVS2 的 3 个 突变 ,IVS2 - 645(C-T) TVS2 -705(T- C) 和 IVS2 - 
745(C- G) 均 为 点 突变 ,中 国人 有 15 种 。 最 常见 的 突变 类 型 有 六 种 ,分 别 是 Codon 41 - 42( - 
Abp) .IVS2 - 645(C—T) „Codon 17(A - T) „Codon 71 - 72( + A), IVS1 - 5(G - C)#l TATA box -28 
{A-G)o 

地 中 海 贫血 是 发 病 率 最 高 的 遗传 性 疾病 之 一 ,1989 年 ,Saiki RK 等 根据 HLA - DQA 等 位 基 
因 和 珠 蛋 白 基 因 突 变 的 特点 ,分别 设计 6 条 与 9 条 探 针 ,固定 子 尼 龙 膜 上 ,开创 了 基因 芯片 用 
于 地 中 海 贫血 诊断 的 雏形 。 随 后 Yershov G.Dubiley S 等 以 8 珠 蛋 白 为 研究 对 象 ,探讨 基因 芯片 
对 地 中 海 贫血 诊断 的 价值 。1996 年 , Gennady yershov 同时 采用 杂交 测序 方式 与 邻 堆 杂交 阵列 
方式 设置 基因 芯片 ,对 地 中 海 贫血 的 基因 突变 进行 检测 ,结果 发 现 两 种 方式 均 能 有 效 地 诊断 
FS-1-1JVS-1-5、IVS-1-6 等 突变 ,还 能 有 效 地 区 分 纯 合子 与 杂 合子 突变 ,最 近 , 中 国 
深圳 赛 尔 公 司 成 功 地 推出 了 Thalachip 地 中 海 贫血 基因 诊断 芯片 ,采用 针对 已 知 突变 设计 相应 
的 寡 核 背 酸 探 针 , 同 时 将 检测 信号 与 正常 序列 进行 比较 ,能 一 次 性 检测 中 国人 地 中 海 贫血 常见 
的 29 种 突变 类 型 ,可 复 盖 99% 以 上 的 突变 人 群 。 突 变 位 点 包括 VS1- 5(G- C), IVSI- 1(G - 
C), HbE26(G - A), B28( +C),17A-T), -28(A-G), ~29(A-G), —30(T-C),14- 15( + 
G),I(T-G), B71 -72( + A X +T), PAL -42( ~ TETT), 42( +T), 43(G- T), IVS2- I(G-T), 
IVS2 - 654(C - T), IVS(2-5), 95( + A) 等 29 种 。 

2 .葡萄 糖 - 6- 磷酸 脱氧 酶 缺陷 症 基因 突变 检测 芯片 。 葡 萄 糖 - 6 - BRL A (COPD) 
缺陷 症 (glucose - 6 - phosphate dehydrogenase deficiency) 属 X 连锁 不 完全 显 性 遗传 病 , 由 红细胞 
内 COPD 遗传 性 缺陷 所 致 。 可 因 药 物 .蚕豆 或 其 他 因素 而 诱发 溶血 性 贫血 。G6PD 缺陷 者 在 人 
群 中 分 布 很 广 ,多 见于 黑人 、 地 中 海地 区 及 东方 民族 。 中 国 广 东 、 广 西 .四 川 , 福 建 等 地 区 的 发 
现 率 较 高 ,广东 地 区 约 为 8%, 广 西 壮族 自治 区 约 为 15.6%。 在 临床 上 主要 表现 为 看 豆 病 . 药 
物性 溶血 新 生 儿 黄 总 及 慢性 非 球形 细胞 溶血 性 贫血 等 。 

COPD 基因 位 于 Xq28, 由 13 个 外 显 子 和 12 个 内 含 子 组 成 ,目前 已 鉴定 的 COPD 生化 变异 
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型 有 400 余 种 ,DNA 突变 型 已 发 现 100 多 种 ,在 中 国有 近 20 种 ,G6PD 基因 突变 型 具有 下 述 特 
点 :@ 多 为 单个 碱 基 置 换 的 错 义 突变 ;@ 大 多 数 基因 突变 属于 转换 型 突变 , 常 在 CpG RER 
内 发 生 C -T 的 转换 ;@G6PD 基因 突变 具有 种 族 和 地 区 异 质 性 :如 在 地 中 海 沿 岸 国家 及 中 东 
地 区 COPD Mediterranean 常 合并 nt 1311C 一 了 突变 ,而 在 亚洲 G6PD Mediterranean 不 合并 nt 1311 
C 一 T 突 变 ;@@G6PD 基因 中 还 未 发 现 整个 基因 或 大 片段 基因 的 缺失 ,也 未 见 无 义 突变 及 移 码 突 
蛮 ;@@ 除 外 显 子 I 外 ,基因 突变 遍及 其 余 外 显 子 ;@CG6PD 变异 型 具有 复合 突变 。 如 COPD A- 
有 三 种 复合 型 (nt 376A - G/nt 202G - G, nt 376A - G/nt 680C - C, nt 376A - G/nt 968T- C)。 我 
国人 中 目前 所 发 现 的 G6PD 基因 突变 型 主要 如 下 : 

C1(1376G - T) ,C2(1388G - A)、C3(1311C - T).C4(292G - T), C5(1024C - T ) .C6(95A - 
G) .C7(592C ~ T) CTI1(835A — T) .CT2(1360C - T) .CT3(493A - C)。 

中 国 上 海 博 星 公 司 结合 中 国人 G6PD 基因 突变 的 特点 ,开发 出 G6PD 基因 突变 检测 芯片 ， 
可 以 检测 中 国人 最 常见 的 8 种 突变 ,如 C1( 1376G - T )、C2 (1388G ~ A)、C6(95A - G)、C5 
(1024CT ) 等 ,覆盖 90% 以 上 中 国人 COPD 缺陷 的 基因 突变 ,是 适合 国人 实际 情况 的 检测 手段 ， 
经 过 在 广东 广西 的 大 量 验证 工作 ,目前 产品 已 经 成 熟 ,相信 不 久 就 可 以 为 提高 华南 人 民 和 群众 的 
健康 水 平和 生活 质量 贡献 力量 。 

3. 襄 性 纤维 化 病 基 因 突 变 检测 芯片 。 赛 性 纤维 化 病 (eysticfibrosisdisease, CF) 是 常 染色 体 隐 
性 遗传 病 。 以 西欧 .北欧 及 北美 人 群发 病 率 为 高 , 约 占 活 产 婴 儿 的 1/2 000, 致 病 基因 携带 者 频 
率 达 1/22, 在 其 他 人 种 和 地 区 发 病 率 则 较 低 。 

CF 致 病 基因 定位 于 7 号 染色 体 长 劈 3 区 1 带 (7q31)。 全 长 约 250 kb, HA 27 个 外 显 子 ， 
cDNA 全 长 约 6 129 bp ,编码 1 条 长 1 480 个 氨基 酸 的 肽 链 ,后 者 被 命名 为 囊 性 纤维 跨 膜 转 运 调 
节 物 (CFTR) ,调节 通道 蛋白 的 氨 离 子 的 转运 。 迄 今 发 现 的 CF 基因 突变 已 达 600 种 , 除 AF508 
及 另外 十 余 种 为 较 常 见 的 突变 外 ,其 余 均 为 罕见 突变 或 仅见 于 个 别 病例 。 已 发 现 突变 类 型 主 
要 有 ;个 密码 子 缺失 ,最 常见 的 为 AF508, 即 由 于 第 10 外 显 子 3 个 碱 基 对 缺失 ,使 肽 链 第 508 位 
上 茶 丙 氨 酸 缺失 。 这 一 突变 约 占 突变 染色 体 的 67%;@ 错 义 突变 是 除 AF508 外 最 为 常见 的 突 
变 类 型 , 约 占 其 他 突变 的 一 半 以 上 ;@@ 移 码 突变 ;@@ 无 义 突变 ;加 剪接 位 点 突变 等 。 

Cronin MT 针对 痿 性 纤维 跨 膜 转运 调节 基因 11 号 外 显 子 调节 区 域 的 37 个 已 知 突变 ,建立 
囊 性 纤维 跨 膜 转 运 调节 基因 突变 检测 芯片 ,采用 言 法 对 10 个 基因 组 DNA 进行 检测 ,通过 杂交 
信号 的 差别 能 成 功 地 进行 基因 分 型 ,了 解 究竟 为 野生 型 以 及 突变 是 纯 合子 还 是 要 合子 。Er- 
ilich 和 Gelfand 针对 胆囊 纤维 化 患者 设计 的 对 其 跨 膜 转运 调节 基因 突变 进行 检测 的 一 种 基因 
芯片 ,已 于 1998 年 上 市 ,对 研究 该 病 的 发 病 机 理 、 诊 断 以 及 预后 具有 重要 的 价值 。 

4. 栈 氨 酸 酶 基因 突变 检测 芯片 。 白 化 病 (albinism) 是 Gard 于 20 莽 纪 初 开始 研究 的 遗传 
代谢 病 之 一 ,发 病 率 为 710 000 ~ 1/20 000。 可 分 眼皮 肤 白化 病 工 、 眼 皮肤 白化 病 正 和 眼 白 化 
病 3 大 类 。 不 同类 型 的 白化 病 , 临 床 表现 不 同 ,共同 的 特点 是 黑色 素 细胞 的 酷 氮 酸 酶 缺乏 ,或 
酷 氮 酸 酶 相关 酶 异常 的 共同 作用 ,使 黑色 素 小 体内 酷 氮 酸 不 能 转化 为 黑色 素 , 造 成 毛发 ,皮肤 、 
最 的 颜色 变 浅 , 故 名 白化 病 。 

限 皮 肤 白化 病 工 多 为 常 染 色 体 隐 性 遗传 , 酷 氨 酸 酶 基因 位 于 11ql4q21。 该 基因 会 5 个 外 
显 子 ,总 长 度 > 50 kb。 已 发 现 36 种 突变 导致 酷 氨 酸 酶 活性 消失 ,引起 眼皮 肤 白 化 病 工 。 眼 皮 
肤 白化 病 工 型 也 称 酷 氨 酸 酶 阳性 腿 皮肤 白化 病 ,是 最 常见 的 白化 病 类 型 ,基因 定位 于 15911.2 

~ ql2, 也 称 P 基因 ,已 在 此 型 患者 中 发 现 该 基因 的 突变 导致 酷 氮 琶 酶 活性 消失 ,主要 为 X 连 
锁 隐 性 遗传 (基因 定位 在 Xq26.3- 27.1D)。 
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1994 年 ,Cuo 等 根据 栈 氨 酸 酶 基因 第 四 外 显 子 区 域 的 5 个 单 碱 基 突 变 的 特点 ,用 玻璃 作为 


基 片 ,设计 了 针对 突变 的 等 位 基 
的 分 析 方 法 。 将 ASO 共 价 固定 于 玻璃 载 片上 ,采用 


素 标记 , 另 一 条 引物 用 生 
RE, 


SAPS BFA: 


5. 线 粒 体 基因 病 基 


特异 性 容 核 背 酸 (ASO) 微 阵列 ,建立 了 简单 快速 的 基因 突变 
PCR 扩 增 基因 组 DNA, 其 一 条 引物 用 荧光 


移 素 标记 ,分 离 两 条 互补 的 DNA 链 , 将 荧光 素 标 记 DNA 链 与 微 阵列 
通过 荧光 扫 撒 检测 杂 诡 模式 , 即 可 测定 PCR 产物 存在 的 多 种 突变 ,该 方法 对 人 的 酷 伍 酸 


有 的 5 个 单 碱 基 突 变 进行 分 析 , 结 果 显 示 单 碱 基 错 配 与 完全 匹配 的 
杂交 模式 非常 易于 区 别 , 打 快速 .定量 地 获得 基因 信息 。 


RSH o 


线粒体 是 细胞 内 的 一 个 重要 细胞 器 ,存在 于 人 体 所 有 的 细胞 


内 ,是 细胞 的 氧化 中 心 和 动力 站 ,不同 的 组 织 细胞 中 线粒体 数目 有 所 差异 ,如 肝脏 心肌、 骨骼 


肌 等 组 织 细胞 中 线粒体 数 月 含量 较 多 ,而 精子 中 则 
DNA( mitochondrial DNA , mDNA), 

线粒体 基因 组 由 线粒体 DNAC 
TR DNA 分 子 , 根 据 两 条 链 所 售 碳 基 成 分 不 同 ,分 别 
因 组 成 , 共 编码 2 科 
氧化 酶 复合 体 的 亚 单位 ,2 种 是 ATP 酶 复合 体 F 因 
合体 的 亚 单位 ,1 种 是 CoQH 细胞 色素 C 还 原 酶 复合 体 的 亚 单位 。 因 
维持 细胞 氧化 代谢 的 重要 央 素 。 

线粒体 DNA 的 突变 导致 细胞 的 氧化 磷酸 化 过 
导致 目 应 的 遗传 性 疾病 ,主要 有 以 下 几 类 : 


内 组 由 37 个 基 


较 少 ;每 个 线粒体 中 又 有 多 个 拷贝 的 线粒体 
此 每 个 细胞 均 含 有 很 多 线粒体 拷贝 。 

miDNA) 构 成 ,人 mtDNA 长 16 569 bp, 是 由 两 条 链 组 成 的 环 
RARE AARE) RERE 
TRNA, 22 种 tRNA 以 及 13 种 多 肽 ,其 中 3 种 是 细胞 色素 
子 的 亚 单位 ,7 种 是 NADH - CoQ 还 原 酶 复 
E mtDNA 的 正常 表达 是 


程 缺陷 ,直接 影响 细胞 的 呼吸 与 能 量 获取 ， 


(由 点 突变 引起 的 疾病 ,如 Leber 遗传 性 视神经 病 {Leber hereditary optic neuropathy, 


LHON) mDNA 上 许多 


位 点 的 突变 都 会 导致 LHON。1988 年 Wallace 最 先 发 现 mtDNA 第 11 778 


位 点 的 C 转换 成 了 A, 使 NADH 脱氧 酶 亚 单位 4(ND4) 和 蛋白 质 中 第 340 个 氨基 酸 由 精 氨 酸 变 成 


了 组 氨 酸 。 随 后 研究 发 现 大 约 50% 的 LHON 病 是 由 该 
17 (A~C) 和 4216(T~C) 等 10 多 种 ,其 他 由 点 突变 引起 的 疾病 还 有 线 粒 


~ A) ,5244 (C~ A).49 


位 点 引起 的 。 其 他 点 突变 包括 13 708(C 


体 肌 病 脑 肌 病 伴 乳 酸 中 每 及 中 风 样 发 作 综合 征 (mitochondrial myopathy, enceohalooth, lacticacido- 


sis, and stroke - like episodes, MELAS) ALERE HEU ft PRAIA 
~ red fiber disease, MER - RE) ,神经 性 肌 软 弱 、 共 济 失调 


retinitis pigmantosa, NARP) 等 。 
(2)mtDNA 缺失 引起 的 疾病 ,如 Keams - Savre 综合 征 ,几乎 所 有 的 患者 均 有 mDNA 缺失 。 


缺失 片段 大 小 范围 在 2.0~7.0 kb 之 间 , 缺 失 大 多 发 生 在 重 链 与 轻 链 的 两 个 复制 起 始点 之 


由 :缺失 丢掉 了 许多 基因 


不 同 程度 的 mDNA 蛋白 质 合成 缺陷 ,影响 所 有 4 种 由 


维 病 (myoclonic epilepsy and ragged 
YELP BR (neuropathy, ataxia and 


间 。 


,万 


是 RNA 基因 ,因此 受 这 些 缺 失 突 变 影响 的 所 有 个 体 都 呈现 出 


吸 链 复合 物 。 另 外 ,Sehon 还 发 现 大 约 有 


13 的 KSS 患者 的 缺失 发 生 在 4 977 bp 区 域 ,断裂 点 分 别 位 于 ATP 酶 亚 单 位 8 基因 中 的 第 8 
468 位 和 NDS 基因 中 的 第 13 446 位 ;而 且 从 DNA 序列 分 析 可 知 ,缺失 两 侧 有 一 个 13 bpl - AC- 


CTCCCTCACCA) 的 同 向 重复 序列 ,缺失 后 的 融合 基 


重 


编码 出 异常 的 蛋白 质 产 物 。 这 种 两 侧 


复 序列 可 能 因 同 源 重 组 而 产生 了 缺失 。 这 种 缺失 在 30% ~ 50% 的 病人 中 可 以 见 到 。 最 大 片 


段 的 缺失 则 为 15 945 位 点 到 5 786 位 点 之 间 10 kb 的 缺失 及 5 448 到 


470 位 点 间 的 缺失 。 其 他 


如 Pearson — 骨髓 /胰腺 综合 征 、 线 粒 体 心肌 病 (mitochondrial cardiomyopathy } ~ t Se Be LA Be 


Alzheimer 病 等 。 


(3)mIDNA 重复 引起 的 疾病 较 少 。 
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Chee M 于 1996 年 在 science 发 表 文 章 ,对 全 长 约 16.6 kb 人 线粒体 基因 组 基因 ,采用 又 瓦 
式 阵 列 设计 基因 心 片 ,每 条 探 针 长 约 15 个 碱 基 , 共 165 000 条 探 针 ,每 个 探 针 之 间 的 空间 间隔 
为 35 pm, 固 定 在 硅化 的 玻璃 片上 形成 基因 芯片 ,对 人 类 线粒体 基因 组 进行 测序 ,发现 其 准确 
率 高 达 99% ,而 且 从 11 个 非洲 人 线粒体 基因 组 中 检测 出 505 个 多 态 性 位 点 ,并 在 Leber 遗传 性 
视神经 病 mtDNA 上 检测 出 三 个 突变 位 点 。 

6. P53 基因 突变 检测 芯片 。P53 基因 定位 于 人 类 染色 体 17q12 - 13.3, 在 染色 体 基因 组 中 
跨 距 20kh 的 区 域 ,由 11 个 外 显 子 组 成 。 它 的 mRNA 长 2.5 kb, 编 码 一 个 由 393 个 氨基 琶 组 成 
的 蛋白 质 , 蛋 白质 的 分 子 量 为 53 kDa, P53 因此 而 得 名 。 守 生 型 P53 基因 为 抑 痛 基 因 , 可 以 使 
细胞 停留 在 GL 期 ,也 可 以 启动 调 亡 程序 和 细胞 死亡 程序 。 因 而 ,能 防止 机 体 中 有 遗传 损伤 的 
细胞 的 繁殖 ,降低 种 瘙 克隆 系 出 现 的 风险 。 一 旦 发 生 突 变 , P53 基因 可 能 丧失 卸 痛 基因 ,而 且 
有 可 能 协助 Ros 基因 ,成 为 癌 基 因 。 因 此 检测 P53 基因 对 研究 肿瘤 的 发 生 与 发 展 以 及 预后 具 
有 重要 的 价值 。 

Drmanac S 等 根据 杂交 测序 的 原则 ,设计 了 一 含 8 192 个 探 针 的 基因 芯片 ,对 P53 基因 5~ 
8 外 显 子 , 约 1.1 kb 长 的 片段 的 突变 进行 检测 ,能 准确 地 检测 12 份 样 本 中 存在 的 碱 基 的 替代 、 
播 人 或 缺失 突变 ,还 能 区 分 为 纯 合 子 和 杂 合 子 。 美 国 纽约 Roswell Park 肿瘤 研究 所 则 推出 成 型 
的 P53 基因 芯片 ,可 用 于 检测 P53 的 基因 突变 与 基因 多 态 性 ,采用 类 似 琶 瓦 阵列 的 方式 设计 
探 针 阵列 ,只 不 过 在 秋 瓦 阵列 增加 一 条 探 针 ,该 探 针 不 含 突变 位 点 对 应 的 核 普 酸 , 通 过 荧光 强 
度 的 强 弱 反映 是 否 存在 基因 突变 ,野生 型 的 四 序列 具有 最 强 的 荧光 信号, Wen WH 等 人 分 别 用 
DNA 测序 分 析 和 基因 芯片 两 种 方法 识别 108 GAN BURR RE AP) P53 突变 ,结果 所 有 基因 芯 
片 识别 的 突变 位 点 均 能 被 传统 的 DNA 测序 所 证 实 , 检 测 准确 率 为 4% ,灵敏 度 92% ,特异 性 
100% ,证 明基 因 芯 片 是 一 种 相当 有 效 的 突变 检测 手段 ,而 且 发 现 有 P53 突变 的 病人 其 生存 时 
间 明 显 低 于 没有 突变 的 患者 。 中 国 上 海 博 星 公 司 推 出 了 有 自主 知识 产权 的 P53 基因 突变 检 
测 芯 片 ,可 对 该 基因 进行 长 期 监控 , 尽 可 能 早期 发 现 体内 产生 肿瘤 的 迹象 ,检测 位 点 为 密码 子 
157,175,245 ,248 ,249,273,282 的 突变 。 

7. Broa 1 基因 突变 检测 芯片 。Brea 1 为 抑 瘤 基因 ,位 于 人 类 染色 体 17q21, 长 约 100 kp, 由 
24 个 外 显 子 组 成 ,乳腺 和 卵巢 细胞 车 缺少 Broo 1 基因 表达 的 产物 便 会 生长 失控 ,导致 肿瘤 的 
发 生 。 目 前 发 现 Broa 1 基因 的 突变 与 滥 传 性 乳腺 癌 和 卵巢 癌 的 发 生 密 切 相关 。 

基因 芯片 技术 可 快速 、 准 确 地 检测 出 Broo 1 基因 的 突变 与 多 态 狂 ,1996 年 Hacia 等 人 使 用 
高 密度 基因 芯 和 片 ,包括 96 000 个 20 mers 的 ONG 探 针 , 检 测 遗 传 性 乳腺 癌 与 卵巢 癌 患 者 Brea 1 
第 11 个 外 显 子 .全 长 2.45 kb 的 所 有 可 能 的 突变 ,在 15 鲍 已 知 变异 的 样品 中 14 例 发 现 突变 ， 
2 个 对 照 没 有 出 现 假 阳性 结果 ,检测 准确 率 达 99% ,同时 检测 出 8 个 单 核 昔 酸 多 态 性 位 点 。 
2000 年 Reyna Favis 等 报道 采用 通用 的 DNA 阵列 对 Brea 1185 del AG , Brea 1 5382 ins C 以 及 
Brea 2 6174 delT 进 行 检测 ,结果 发 现 该 阵列 能 有 效 地 区 分 这 些小 片段 的 插 人 或 缺失 引起 的 突 
变 。 

g .其 他 。 尽 管 目前 遗传 性 疾病 基因 尾 片 的 数量 有 限 ,而且 只 是 针对 单一 遗传 病 的 部 分 或 
大 部 分 突变 ,但 是 随 着 基因 芯片 技术 的 成 熟 以 及 疾病 基因 组 计划 的 实施 ,人 类 遗传 病 的 致 病 基 
因 及 其 相关 基因 的 明确 ,因此 根据 各 种 遗传 病 的 特点 ,设计 出 相应 的 基因 芯片 甚至 多 种 疾病 的 
联合 诊断 芯片 ,应 在 不 久 的 将 来 得 到 实现 。 
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遗传 性 疾病 的 基因 芯片 的 应 用 


(一 } 检 测 基因 突变 与 多 态 性 ,用 于 遗传 性 疾病 的 普查 和 产 前 检查 等 

随 着 人 类 基因 组 草图 的 完成 ,许多 遗传 性 疾病 的 相关 基因 被 相继 定位 ,逐步 建立 遗传 病 的 
疾病 基因 组 学 ,为 从 基因 水 平 认识 遗传 病 并 进行 早期 诊断 商定 了 基础 ,如 地 中 海 贫血 、 茶 丙酮 
尿 症 血 友 病 ,以 及 葡萄 糖 -6 - 磷酸 脱氧 酶 (G6PD) 缺 陷 证 等 。 而 基因 芯片 技术 针对 不 同 的 基 


因 突 变 或 基因 多 态 性 ,设计 出 不 同 的 塞 核 车 酸 探 针 ,并 固定 在 固 相 载 体 上 , 即 基 因 忌 片 ,同时 采 
用 PCR 技术 对 仿 突 变 或 多 态 性 位 点 的 基因 片段 进行 扩 增 ,将 扩 增 片段 与 基因 芯片 进行 杂交 。 
从 某 种 意义 上 ,基因 芯片 技术 是 PORAS 技术 的 集合 ,是 大 通 量 、 高 容量 的 PCR/ASO 技术 ,能 
同时 对 成 百 上 千 种 基因 突变 或 多 态 狂 位 点 进行 检测 ,这 是 其 他 任何 基因 诊断 技术 所 不 能 比拟 
的 ,因此 基因 芯片 技术 ,是 进行 大 规模 遗传 病 基因 突变 检测 的 最 有 效 手 跨 , 如 Cuo 等 人 采用 基 
因 芯片 ,对 人 酷 氨 酸 酶 基因 第 4 外 显 子 内 含有 的 5 个 单 碱 基 突 变 进行 分 析 ,结果 显示 单 碱 基 错 


配 与 完全 匹配 的 杂交 模式 非常 易于 区 别 , 可 快速 ,定量 地 获得 基因 突变 信息 ,而 我 国 深圳 赛 尔 
公司 成 功 地 推出 了 Thajachip 地 中 海 贫血 基因 诊断 芯片 ,能 一 次 性 检测 中 国人 地 中 海 贫血 常见 


的 29 BROS AEA Am) BE a 99% 以 上 的 中 国 地 中 海 贫 血 突变 人 群 。 


众所周知 ,遗传 病 是 一 类 严重 危害 人 体 健康 的 疾病 ,许多 和 遗传 病 患 儿 一 出 生 即 为 先天 畸 
形 . 智 力 障 碍 ,或 长 期 需要 药物 治疗 ,这 严重 降低 了 人 民 的 生活 质量 ,因此 检测 遗传 病 不 是 医学 
工作 者 的 最 终 目的 ,其 最 终 目 的 应 为 预防 遗传 病 患 儿 的 出 生 ,而 产 前 诊断 是 预防 遗传 病 患 儿 出 
生 最 有 效 的 手段 ,长 期 以 来 通过 采集 羊水 或 胎儿 血细胞 进行 产 前 诊断 ,具有 较 高 的 危险 性 。 最 
近 ,有 研究 者 建议 从 母体 血液 中 分 离 出 胎儿 有 核 红细胞, 采用 基因 芯片 技术 ,检测 胎儿 单个 有 
核 红细胞 中 是 否 存在 基因 突变 ,用 于 遗传 病 的 产 前 诊断 ,降低 了 产 前 诊断 的 风险 ,易于 被 广大 


父母 亲 所 接受 。 


因此 一 旦 基因 芯片 技术 研究 成 熟 , 采 用 基因 芯片 技术 ， iad 


进行 产 前 诊断 ,预防 遗传 病 患 儿 的 出 生 ,真正 实现 我 国 优生 优育 的 基本 


当然， (UTTER RAPA SM ILI ALAR, Ba AE Be 


色 体 上 的 等 位 基因 分 显 、 隐 性 。 显 性 基因 能 够 表达 性 状 ,而 隐 性 基因 和 显 性 基因 在 一 起 时 , 它 


的 作用 就 会 暂且 被 埋没 ,并 不 表现 , 称 为 携 # 


性 者 ,只 有 当 两 个 隐 性 基因 在 一 起 时 , 才 会 致 病 。 有 


许多 遗传 病 的 致 病 基因 为 隐 性 基因 ,多数 人 只 是 携带 者 而 不 发 病 , 但 如 果 是 两 个 携带 者 结婚 生 
子 ,其 后 代 的 发 病 率 为 1/4。 如 果 采 用 基因 芯片 ,在 婚前 对 多 种 遗传 性 疾病 进行 联合 检测 ,可 
以 很 方便 地 查 出 隐 性 致 病 基因 的 携带 者 ,从 而 避免 两 个 携带 者 结婚 生子 ,显著 降低 踪 传 病 患 儿 


(二 ) 用 于 遗传 性 疾病 的 基因 分 型 


基因 型 是 与 表 型 相对 应 的 概念 ,表示 个 体 某 一 等 位 基因 的 组 成 状况 ,根据 同 源 染 色 体 某 一 
基因 座位 上 等 位 基因 的 变化 ,可 以 将 基因 型 分 为 两 大 类 ,一 类 是 纯 合子 , 另 一 类 是 杂 合子 。 纯 
合子 指 同 源 染 色 体 同一 基因 座位 上 的 等 位 基因 是 相 网 的 ,而 杂 合子 则 指 同 源 染 色 体 的 等 位 基 


因 是 不 同 的 ,如 存在 于 同 源 染色 体 的 等 位 基因 为 A 和 BW AA 为 纯 合 子 ,AB 则 为 杂 合 子 ;如 
果 两 个 基因 座位 上 的 等 位 基因 均 为 杂 合子 , 称 为 双 杂 合子 。 对 于 遗传 性 疾病 , 当 同 源 染色 体 的 
某 一 基因 座位 的 等 位 基因 发 生 突变 时 ,如 果 等 位 基因 均 发 生 突变 , 虽 称 为 突变 的 纯 合 了 ,如 只 
有 等 位 基因 的 某 一 个 发 生 突变 , 则 称 为 突变 的 杂 合子 ;和 双 杂 合子 不 同 ,将 同一 基因 座位 上 出 


现 两 种 不 同 的 突变 等 位 基因 又 称 为 复合 杂 合子 。 基 


芯片 技术 不 仅 能够 明确 是 否 存在 基因 突 
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变 , 而 县 能 用 于 遗传 性 疾病 的 基因 分 型 ,是 突变 的 纯 合 子 还 是 杂 合 子 。 例 如 根据 了 B 地中海 贫血 
IVS- 1 突变 的 特点 ,直接 设计 与 突变 序列 互补 突变 探 针 , 与 参考 探 针 一 起 组 成 一 个 阵列 ,具体 
如 下 : 


.正常 与 突变 序列 : 
正常 序列 :5 - TGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTGGTAT — 3 
IVS - 1 - 1:5 - TCGTGAGGCCCTGGGCAGaTIGCTAT - 3’ 
IVS ~ 1 - 5:5 - TGGTGACCCCCTGGGCAGCTIGETAT ~ 3 
IVS - 1 — 6:5 - TCGTGACCCCCTGGCCAGCTIGGEAT - 3’ 
. 探 针 序列 及 探 针 在 阵列 的 位 置 : 
A( 参 考 探 针 ):3 -TCCAACCATA -了 
BUVS-1-1 探 针 ):3 - TCLAACCATA -了 
CUIVS-1-5 探 针 ):3- TCCAACgATA -了 
DIVS-1-6 探 针 ):;3-'TCCAACCETA - 5 
3. 检 测 结果 :如 图 17 - 9( 图 中 “O 〇 ”表示 有 特异 的 荧光 信号 产生 )。 


B i | 1. | i 


IVS-1-1 IVS-1-1 与 IVS-1-5 TVS-1-6 
REE 复合 杂 合 子 纯 合 子 
图 17-9 BUST 地中海 贫血 IVS - 1 灾变 结果 示意 图 


N 


(=A TAERA EAE 

基因 组 物 逻 图 是 用 于 明确 基因 位 点 在 染色 体 上 的 位 置 以 及 其 与 其 他 基因 的 距离 的 图 谱 ， 
通常 以 一 段 已 知 核 音 酸 序列 的 DNA 片段 为 位 标 (如 STSs, 已 定位 的 序列 标记 位 点 ), 以 Mb 或 
kb 作为 图 距 的 基因 组 事 , 在 建立 物理 狠 时 ,首先 采用 机 械 或 限制 性 内 切 酶 将 基因 组 DNA 切 成 
便于 操作 的 大 片段 ,再 将 大 片段 克隆 到 适当 的 载体 中 然后 通过 位 标 对 各 克隆 进行 排序 ,从 而 将 
DNA 片段 拼 成 邻接 克隆 群 。 目 前 常用 的 克隆 载体 为 YAC( 酵 母 人 工 染 色 体 ) 和 BAC AMER AT. 
染色 体 ) 等 ,Sapolsky 等 人 采用 高 密度 DNA 探 针 阵列 和 相应 的 生化 与 信息 学 方法 进行 基因 组 文 
库 克隆 排序 ,捕获 散在 于 整个 高 分 了 量 DNA 中 分 散 的 短 序列 标志 物 ,这 些 标志 物 可 同 含 互补 
探 针 的 高 密度 赛 核 音 酸 阵 列 杂 交 ,该 方法 对 基因 组 文库 中 每 一 克隆 , 均 可 检测 出 一 批 特征 性 序 
列 标志 物 ,而 每 一 对 克隆 中 ,在 标志 物 之 间 相 似 性 基础 上 ,测量 其 相对 重 迭 部 分 ,利用 该 重 选 信 
息 , 即 可 连续 性 地 将 文库 排列 成 重 又 群 图 谱 。 如 采用 基因 芯片 明确 STSs 在 YAC 克隆 载体 的 
分 布 情况 如 表 AT 5, 而 其 重 伙 群 图 谱 则 如 图 17 - 20。 
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表 17-5 SIS 在 YAC 克隆 载体 的 分 布 情况 


YAC 克 隆 SIS-A STS-B SIS-C STS-D SIS-F STS-F 
1 + - - - - 
2 + - - + - 
3 - - - + 一 
4 - + - + - 
5 - + + - - 
6 - - + - + - 


YAC(1) 
YAC(2) 
YAC(3) 
YACU) 
YAC(5) 
YAC(6) 


Wil7-20 YAC Bawa 


( 李 一 荣 RR) 
第 四 节 ”基因 芯片 技术 在 肿瘤 研究 中 的 应 用 


Fath #4828 (DNA chip technique) ,或 称 cDNA 微 阵 列 杂交 技术 (cDNA miroarray hybridiza- 
tion) ,可 以 同时 检测 分 析 样 本 中 成 千 上 万 个 基因 的 表达 变化 情况 ,因此 它 在 肿瘤 研究 领域 中 也 
有 着 广泛 而 独到 的 应 用 。 


Wp I AGA HHO BE 

采用 基因 芯片 技术 检测 肿瘤 基因 的 表达 谱 是 芯片 技术 在 肿瘤 研究 中 的 基础 ,只 有 获知 整 
个 肿 痛 基 因 组 的 表达 及 结构 变化 ,才能 从 整体 上 全 面 了 解 肿瘤 细胞 基因 型 与 表 型 间 的 关系 。 
肿瘤 绍 胞 基因 组 的 改变 及 其 相互 作用 最 终 决 定 了 肿瘤 的 发 生发 展 过 程 ,通过 基因 芯片 技术 获 
得 正常 细胞 和 肿瘤 细 萎 在 不 同 阶段 不 同 状态 下 的 表达 谱 , 然 后 通过 生物 信息 学 处 理 ,对 这 些 表 
达 谱 进行 比较 和 统计 分 析 , 确 定 正常 细胞 和 肿瘤 细胞 的 基因 表达 上 的 差异 以 及 不 同 基 因 在 表 
达 上 的 相关 性 ,进而 帮助 人 们 在 基因 水 平 上 深入 了 解 肿瘤 的 发 生发 展 。 

1995 年 美国 Stanford 大 学 的 Schena M 等 首次 报道 了 用 基因 芯片 技术 定 基 检测 基因 的 表 
达 , 从 此 基因 芯片 越 来 越 多 地 应 用 于 各 种 基因 表达 谱 和 基因 变化 监测 的 研究 。 芯 片 技 术 在 肿 
瘤 方 面 的 应 用 ,更 是 极 大 推动 了 肿瘤 发 生发 展 在 基因 分 子 水 平 的 研究 。 

DeRisi 等 研究 了 人 黑色 素 瘤 细 胞 系 UACC - 903 和 引 人 人 类 正常 6 号 染色 体 的 人 黑色 素 瘤 
细胞 系 UACC - 903( + 6) 的 基因 表达 谱 , 结 果 发 现 了 一 些 先前 本 认识 到 的 基 变化 ,这 些 变化 
可 能 导致 了 两 种 细胞 系 的 生长 特性 和 裸 鼠 致 瘤 性 的 不 同 。UACC - 903( + 6) 和 UACC - 903 相 
比 具有 显著 不 同 的 性 质 ,前 者 生长 速度 降低 .恢复 接触 抑制 并 失去 裸 鼠 致 瘤 性 。 作 者 用 含有 

,303 . 
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1 161 个 基 
者 的 基因 家 达 水 平 的 变 


片段 的 芯片 与 来 源 于 这 两 种 细胞 分 别 标 有 不 同 荧光 染料 的 cDNA 杂交 ,比较 分 析 两 
上, 再 用 Northem - blot 进行 验证 ,发 现 有 致 痛 性 细胞 的 基因 表达 谱 中 , 单 


核 细胞 槐 化 因子 和 单 核 细胞 活化 因子 基因 等 表达 升 高 ,al - 抗 靡 蛋白 酶 基因 等 表达 降低 。 


DNA tH LAGE A 


于 病 | 


复杂 的 肿瘤 基因 表达 谱 分 析 情 况 。 例 如 ,恶性 肿 癌 的 发 生 常 常 


是 多 基因 上 共同 作用 的 结果 ,DNA 芯片 技术 住 肿瘤 细胞 基因 表达 模式 及 肿瘤 相关 基因 发 握 中 具 


有 重要 的 作用 。Wang 等 将 -- 些 看 家 基因 、 细 胞 因子 及 受 体 基 
些 癌 基 因 共 5 766 个 基 
进行 分 析 ,发 现 -- 者 之 
有 CD9 分 子 .上 皮 糖 蛋 


、\ 细 胞 分 裂 相关 基因 及 其 他 一 


因 的 cDNA BRET RE PEAS HE TE HY HR R SH ER KY mRNA 
间 30% AEA RIAA Ze 2 倍 以 上 9% THE 3 倍 以 上 ,其 中 上 调 较为 明显 的 
É (epithelial glycoprotein) .P27 及 HE 蛋白 激酶 


制 物 等 。 这 些 结果 不 仅 


进一步 证 实 了 以 前 用 其 他 方法 获得 的 结果 ,还 提供 了 一 些 新 的 信息 ,为 卵巢 瘤 的 诊断 和 治疗 提 


供 了 依据 。 

Bubendor 上 等 用 cDNA 微 阵列 和 组 织 微 阵列 研究 了 前 列 腺 瘤 激 素 治疗 失败 的 分 子 机 制 。 
检测 了 抗 激素 CWR22R 细 
裸眼 ) 和 激素 敏感 CWR22 细胞 前 列 腺 癌 异 种 移植 物 的 基 
然后 ,用 大 量 临 床 肿 癌 组 织 和 正常 对 照 


作者 先 用 cDNA 微 阵列 


包 前 列 逐 癌 异种 移植 物 (人 前 列 腺 癌 移 植 人 
表达 谱 , 找 出 表达 有 差异 的 基因 。 
成 组 织 芯 片 ,再 通过 免疫 组 织 化 学 检测 样本 中 特定 蛋 


让 质 的 表达 水 平 ,以 确证 那些 表达 有 差异 的 基因 ,临床 组 织 样本 包括 26 例 良性 前 列 腺 增生 组 


织 .208 例 原 发 性 前 列 腺 癌 组 织 和 30 例 抗 激素 局 部 复发 性 前 列 腺 癌 旨 


的 基因 中 , 抗 激素 CWR22R 细胞 前 列 腺 癌 蜡 种 移植 物 中 有 37 个 基 


织 。 在 5 184 个 被 检测 
(0.7%) 的 表达 水 平 比 


CWR22 细胞 异种 移植 物 高 2 倍 以 上 ,有 135 个 基因 (2.6%) 的 表达 水 平 降低 超过 50% ,胰岛 素 


长 岗子 结合 蛋白 2(TGFBP2) 和 27 kDa 的 热 休克 蛋白 (HSP27) 在 CWR22R 肿瘤 中 表达 最 高 。 
免疫 组 织 化 学 检测 结果 表明 ,IGFBP2 蛋白 在 100% 临 床 抗 激素 局 部 复发 性 前 列 腺 
,在 36% 原 发 性 前 列 逐 况 中 高 表达 ,在 良性 前 列 腺 增生 


织 中 无 一 例 表达 。 热 休 


HRA HSP27 在 31% 抗 激素 局 部 复发 性 前 列 腺 癌 中 高 表达 ,在 5% 原 发 性 前 列 腺 癌 中 高 表达 ， 


Hat 
组 织 微 阵列 
癌 中 高 表达 
在 良性 前 列 腺 增生 组 织 中 也 无 一 例 表达 。 
Sgroi DC 等 将 基因 芯片 技术 和 激光 : 
起 来 ， 
胞 内 的 基 内 表达 水 平 。LCM 技术 可 以 从 含有 不 同 成 分 的 纪 
质 细 


aim 
域 调 


和 获 微 切割 技术 (laser capture microdissection ,LCM) 结 合 


检测 了 来 自 同一 名 乳腺 瘤 患 者 完全 正常 乳腺 细胞 ,浸润 性 乳腺 瘤 细 胞 和 转移 性 乳腺 瘤 细 


织 中 特异 性 地 获取 某 一 特定 的 同 


弛 ,如 几 二 -个 \ 几 上 个 同类 细胞 ,甚至 是 某 些 单一 细胞 ,其 原理 是 将 准备 好 的 切片 放 在 倒置 
镜 上 ,再 将 切片 覆盖 一 层 透 明 乙 烯 乙酸 乙烯 酷 (EVA) 薄 膜 , 选 定 要 切割 的 区 域 , 并 将 该 区 
到 视野 中 央 , 然 后 将 从 侧面 打 过 来 的 激光 束 通过 -个 透镜 和 反光 镜 ,使 其 从 切片 上 方 垂直 


照射 下 来 ,其 光路 与 显微镜 聚 光 器 的 光路 共 轴 ,这 样 光斑 正好 落 在 显微镜 视野 的 中 心 , 即 要 切 
割 的 区 域 。 该 区 域 的 EVA 膜 受 到 适当 强度 的 激光 照射 后 ,瞬间 光度 升 高 并 与 其 下 方 的 细胞 相 


同 部 位 获取 所 需 的 同类 细 


; 当 将 EVA 膜 揭 起 时 ,与 之 相连 的 细胞 也 随 之 从 切片 上 完好 地 取出 来 。 如 此 重复 多 次 , 即 
可 从 不 


所 。 随 后 ,将 带 有 细胞 的 EVA RAR AEAN K 的 试管 


内, 使 细胞 与 膜 分 开 ,并 将 细胞 裂解 ,获得 DNA RNA .蛋白质 等 待 测 物质 。 作 者 在 3 万 个 被 检 


测 的 基 
通过 比较 分 析 在 正常 
发 生发 展 的 分 于 


A 


因 中 ,将 表达 有 差异 的 基 


再 用 实时 定量 POR 和 免疫 组 织 化 学 等 方法 加 以 确证 ,然后 


逐 组 织 和 不 同 病 理 状态 乳 逐 癌 组 织 中 的 基因 表达 谱 ,阐明 涉及 乳腺 瘤 
了 # 件 ,进而 帮助 人 们 深入 认识 肿瘤 的 发 生 、 浸 润 和 转移 。 邮 于 是 采用 同一 个 病 
究 乳腺 瘤 的 发 生发 展 过 程 ,还 可 以 避免 个 体 差异 ,减少 实验 误差 ,从 而 得 到 比较 准确 可 千 
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Alevizos [等 采用 与 Sgroi DC 类 似 的 方法 ,检测 了 体内 唱腔 癌 组 织 和 正常 口腔 上 皮 细 胞 的 
基因 表达 谱 。 发 现 有 600 个 基因 与 口腔 癌 相 关 , 这 些 基因 包括 癌 基 因 、 肿 瘤 抑制 基因 转录 因 
THR .转移 蛋白 基因 以 及 其 他 一 些 还 未 发 现 的 口腔 癌 相 关 基 因 。 

Kitahara O 等 在 研究 结肠 癌 和 正常 结肠 上 皮 组 织 基因 表达 的 变化 时 , 先 用 LOM 技术 从 8 例 
结肠 癌 组 织 及 其 相应 正常 结肠 上 皮 组 纵 取 得 各 自 同 质 细 网 群 ,再 与 含有 9 216 个 基因 的 芯片 
染 交 ,分 析 比 较 两 者 基因 表达 的 变化 。 结 果 发 现在 大 多 数 肿瘤 中 都 有 235 个 基因 表达 发 生 改 
变 , 其 中 负 个 上 涯 ,191 个 下调 。 这 些 变 化 的 基因 与 组 胞 的 信号 转 导 、 物 质 代谢 酶 活性 氧 乌 
的 产生 ,细胞 周期 有 经 分 裂 和 效 记 有关。 对 8 例 结肠 癌 组 织 及 另外 12 例 结肠 癌 组 织 中 的 10 
个 有 表 化 的 基因 ,包括 5 个 上 酒 和 5 个 下 调 基 四 ,通过 半 定 量 逆转 录 - PCR 进一步 证 实 其 变 
化 ,以 此 确 头 必 片 实验 结果 的 可 靠 性 。 

Rihn BH 等 检测 了 间 皮 瘤 和 正常 胸膜 网 胞 的 基因 表达 谱 , 在 超过 6 500 个 被 检 基 内 中 ,发 
现 了 不 到 300 个 表达 有 差异 的 基因 ,这 些 基因 大 多 数 与 大 分 子 稳定 性 、 细 胞 烙 附 和 细胞 识别 、 
细胞 迁移 和 细胞 分 化 有 关 。 对 其 中 几 个 基因 的 表达 经 RT- PCR 进行 检测 证 实 后 ,可 用 作 人 网 
膜 间 皮 瘤 的 诊断 标记 物 。 

国内 学 者 在 用 芯片 研究 基因 的 表达 谱 方面 也 做 了 许多 的 工作 ,例如 中 国 科学 院 上 海 生物 
化 学 与 细胞 生物 学 研究 所 等 单位 ,将 14 000 个 基因 片段 点 在 尼龙 膜 上 制 成 芯片 ,然后 用 来 检 
WT 9 对 肝 细 胞 癌 患 者 痛 组 织 和 瘤 旁 正常 肝 组 织 的 基因 表达 谱 。 结 果 显 示 每 一 对 被 检测 的 基 
因 表达 谱 中 ,平均 1 165 个 基因 表达 有 变化 ,但 是 在 一 半 以 上 的 肝癌 组 织 中 ,组 成 性 改变 的 基 
因 有 156 个 ,其 中 72 个 基因 (包括 30 条 新 基因 ) 下 调 ,84 个 基因 (包括 48 条 新 基因 ) 上 调 。 最 
令 人 感 兴趣 的 是 ,大 多 数 下 调 基因 是 由 一 组 肝脏 富 含 转录 因子 (liver - enriched transcription fac- 
tom,LETFs) 凋 探 的 。 另 有 学 者 分 别 进行 了 肺癌 基因 、 人 膀胱 瘤 基因 、 食 管 瘤 、 高 低 转 移 人 卵巢 
痛 细 胞 系 基因 骨 达 谱 的 研究 , 均 发 现 了 许多 与 相应 正常 组 织 差异 表达 的 基因 。 

二 、 寻 找 肿瘤 相关 基因 

漳 找 并 克隆 新 的 肿瘤 相关 基因 是 肿瘤 研究 的 一 个 重要 方面 , 某 些 肿 瘤 的 发 生发 展 常常 是 
由 于 某 一 个 或 某 几 个 肿瘤 相关 基因 发 生 突变 异常 激活 而 导致 ,因此 寻找 并 克隆 肿瘤 相关 基因 
对 肿 痢 的 基因 诊断 和 基因 治疗 县 有 重要 的 意义 。 然 而 肿瘤 是 一 类 数量 大 而 巡 传 性 不 显著 的 多 
基因 、 多 因素 疾病 ,采用 传统 的 连锁 分 析 和 遗传 分 析 等 技术 来 寻找 新 基因 常常 显得 力不从心 。 
采用 基因 芯片 技术 ,在 寻找 肿瘤 相关 基因 方面 有 着 其 他 方法 不 可 比拟 的 优势 , 它 样品 用 最 少 ， 
实验 周期 短 , 自动 化 程度 高 ,高 通 量 的 生物 信息 处 理 ,便于 快速 大 量 地 第 选 基因 ,从 而 大 大 提高 
新 基因 的 发 现 效率 。 

肿瘤 的 发 生发 展 是 其 相关 基因 蜡 常 变化 的 结果 ,因此 找到 异常 表达 的 基因 是 寻找 肿瘤 致 
病 基 因 或 相关 基因 的 关键 ,芯片 技术 通过 检测 大 量 基 因 的 表达 水 平 , 很 容易 就 能 乌 选 到 这 些 异 
常 变化 的 基因 ,然后 从 中 发 掘 起 关键 作用 的 肿 瘾 特异 基因 。 

Moch H 等 应 用 芯片 技术 寻找 肾 细胞 癌 的 肿瘤 标志 物 ,以 便 用 于 肾 细胞 痛 临 床 诊断 和 预后 的 
御 测 。 作 者 首先 用 含有 5 184 个 基因 的 cDNA 微 阵列 ,检测 了 肾 细胞 癌 细 胞 系 CRL- 1933 与 正常 
肾 组 织 之 间 的 基因 表达 差异 ,发 现在 肿瘤 组 织 中 表达 有 显著 差异 的 基因 有 89 个 ,其 中 一 个 差异 
表达 的 基因 编码 波形 蛋白 ,为 --- 种 细胞 质 中 间 丝 ;然后 采用 免疫 组 化 方法 ,以 波形 鼻 白 的 抗体 为 
探 针 来 检测 532 个 峭 细 胞 癌 标 本 的 组 织 微 阵列 的 表达 情况 ,发 现 波形 蛋白 常见 于 悄 组 胞 (51%) 
和 乳头 肾 细胞 癌 (61%) ,少见 于 嫌 色 细胞 肾 细胞 癌 (4%) 和 大 嗜 酸 粒 细胞 瘤 (12%); 合 时 还 发 现 ， 
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无 论 患 者 的 疾病 分 期 和 病理 分 化 如 何 ,波形 蛋白 均 与 其 不 良 预后 有 明显 关系 。 

Wolf M 等 应 用 基因 芯片 技术 研究 了 3 种 人 骨肉 痛 细 胞 系 与 人 正常 成 骨 细 胞 基因 表达 谱 之 
间 的 差异 。 在 所 检测 的 5 184 个 基因 序列 中 ,有 35 个 基因 表达 异常 ,其 中 8 个 基因 表达 升 高 ， 
7 个 表达 降低 。 上 调 的 基因 包括 热 体 克 蛋 名 HSP908 和 多 聚 踪 昔 酸 结合 蛋白 样 蛋白 1 基因 ， 

F 调 基因 包括 纤维 结合 素 1 和 所 小 贩 反 应 蛋 点 1 基因 。 对 于 这 些 基因 的 变化 ,用 这 3 种 细胞 
系 利 与 之 相应 的 3 种 主要 骨肉 瘤 样 本 再 通过 RT-PCR RINE, RAR A 
胞 系 的 基因 表达 谱 不 同 于 正常 成 骨 细胞 , 热 休 克 蛋 白 HSP908 MSR RRS ERARE ! 
基因 的 上 调 ,与 纤维 结合 素 1 和 血小板 反应 蛋白 1 基因 的 下 调 在 骨肉 瘤 的 发 生发 展 中 都 起 着 
重要 作用 。 研 究 结果 还 表明 骨肉 痛 基 因 表 达 谱 也 可 用 于 建立 骨肉 瘤 的 分 子 指纹 (molecular fin- 
gerprint) ,应 用 于 患者 的 临床 诊断 或 从 中 发 现 新 的 基因 变化 和 肿瘤 相关 分 子 。 

Srivastava M 等 用 芯片 技术 证 实 了 抑 瘤 基因 4NX7 与 前 烈 腺 癌 的 相关 性 。ANX7 基因 编码 
一 种 Ce! 活化 的 CTP 酶 ,参与 细胞 的 外 分 沁 和 生长 调控 ,位 于 人 染色 体 10q21, 这 个 染色 体 区 
域 据 推测 可 能 存在 一 些 针对 前 列 腺 痛 和 其 他 肿瘤 的 抑 瘤 基 因 。 经 过 实验 证 明 ,在 ANX7 基因 
项 除 的 小 鼠 中 ,肿瘤 的 发 生 频 率 明显 增加 。 为 进一步 验证 ANX7 基因 是 否 与 前 列 腺 瘤 有 关 , 作 
者 将 野生 型 的 ANX7 基因 转 人 两 株 前 列 腺 癌 细 胞 LNCaP 和 DUIS 中 去 ,结果 发 现 肿瘤 细胞 的 
增殖 速度 和 克隆 群 的 形成 显著 减 慢 。 再 用 由 301 份 前 列 腺 癌 组 织 样本 制 成 的 组 织 艺 片 检测 
ANAT 基因 的 表达 和 分 布 ,结果 表 明 与 原 发 性 前 列 腺 癌 相 比 ,ANX7 蛋白 的 表达 水 平 在 转移 性 
和 局 部 反复 发 作 激素 抗 性 的 前 列 腺 癌 中 旦 现 明 显 的 减少 。 另 外 ,对 20 GANTT BRR A ETT 
ATEX (loss of heterozygosity, LOR) HED, R 7 例 ( 占 35% ) 显 示 存 在 LOH. LOH 意味 着 一 个 
染色 体位 点 上 ,两 个 多 态 性 的 等 位 基因 中 的 一 个 出 现 突变 或 缺失 , 是 肿瘤 细胞 一 种 常见 的 
DNA 变异 , 抑 癌 基因 的 LOH 常 导 致 肿瘤 的 发 生 。 因 此 ,所 有 实验 结果 都 有 力 地 证 明 4NX7 基 
内 具有 抑 癌 基因 的 生物 学 和 遗传 学 特性 ,在 前 列 腺 痛 的 进程 中 发 挥 作用 。 

将 基因 芯片 技术 与 其 他 生物 技术 相 结合 ,尤其 是 与 一 些 差异 筛选 技术 相 结合 PAL 
织 中 特异 表达 基因 或 异常 变化 基因 的 检测 ,一 方面 可 大 大 增强 基因 芯片 对 低 拷贝 和 小 片段 基 
央 的 鉴别 能 力 , 另 一 方面 又 可 省 去 繁琐 费时 的 大 规模 基因 克隆 ,减少 工作 量 。 比 较 常用 的 差异 
筛选 技术 是 消减 杂交 法 ,代表 性 差异 分 析 技术 和 抑制 消减 杂交 法 等 ,另外 ,还 有 学 者 用 到 差异 
免疫 吸 队 和 基因 表达 系列 分 析 等 技术 。 

经 典 的 消减 杂交 法 (subuaetive hybridization,SH) 是 将 实验 组 mRNA 与 对 照 组 cDNA 杂交 ,或 将 
实验 组 cDNA 与 对 照 组 mRNA 杂交 ,去 除 杂 交 体 和 未 杂交 上 的 对 照 组 成 分 《cDNA 或 mRNA), Bil 
可 得 到 实验 组 独 有 的 mRNA 或 cDNA ,这些 基 因 就 是 差异 表达 的 基因 。Xu 等 将 前 列 腺 痛 组 织 和 
正常 人 前 列 腺 组 织 进行 消减 杂交 ,得 到 窜 集 了 的 前 列 腺 癌 组 织 特异 性 的 cDNA 消减 库 。 将 高 丰 
度 的 克隆 通过 菌落 杂交 而 去 除 , 剩 下 的 克隆 经 PCR 扩 增 后 点 样 制 成 cDNA 微 阵列 。 用 不 同 荧 
光 素 分 别 标记 来 自 于 前 列 腺 癌 组 织 和 正常 人 前 列 腺 组 织 的 cDNA, 混合 后 与 微 阵 列 杂 交 ，, 挑 先 
出 表达 有 显著 差异 的 基因 进行 测序 。 对 3 条 新 发 现 的 前 列 腺 癌 相 关 基 因 进 一 步 用 Northem 杂 
交 , 实 时 PCR 和 免疫 组 织 化 学 等 方法 鉴定 ,并 克隆 到 全 长 cDNA。 生 物 信息 学 预测 其 翻译 产物 
的 亚 细 胸 定位 均 为 膜 蛋白 。 后 来 ,该 研究 小 组 对 其 中 一 条 新 发 现 的 命名 为 P5048 的 基因 作 了 
深入 研究 ,结果 表明 P5045 在 前 列 腺 癌 组 织 细胞 中 能 产生 很 强 、 很 特异 的 胞 浆 染色 颗 粒 ,可 作 
为 前 列 腺 瘤 高 度 尖 敏 高 度 特异 的 阳性 标志 。 此 外 ,该 研究 小 组 采用 包括 必 片 技术 在 内 的 一 整 
套 基 因 组 学 研究 方法 对 前 列 踪 及 其 癌变 组 织 进行 研究 ， 发 现 了 一 条 新 的 只 在 前 列 腺 组 织 细胞 
中 特异 表达 的 基因 ,该 基因 的 表达 与 前 列 腺 组 织 是 否 癌 变 及 癌变 程度 无 关 ， 可 作为 前 列 腺 组 织 
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或 细胞 特异 的 分 子 标记 ,这 对 前 列 腺 癌 的 诊断 和 治疗 也 具有 潜在 的 应 用 价值 。 
Villaret DB 等 把 SH 和 基因 芯片 用 于 寻找 涉 颈 鳞 状 细胞 癌 (head and neck squamous cell can- 


cer ,HNSCC) 相 关上 基因。 将 来 自 2 例 新 鲜 冻 存 的 HNSCC 组 织 
交 , 消 减 杂 交 库 中 的 克隆 经 PCR 扩 增 后 制 成 芯片 。 芯 片 与 来 


和 6 例 正常 对 赂 组 织 进行 消减 杂 
自 16 例 HNSCC 组 织 和 22 例 正 常 


对 照 组 织 的 cDNA 探 针 杂交 ,再 经 测序 后 发 现 107 个 基因 表达 有 差异 ,对 13 个 在 头颈 鳞 状 细胞 


瘤 过 度 表 达 的 基因 进行 分 析 , 发 现 其 中 9 个 为 已 知 基因 ,4 个 为 新 基因 。 


传统 的 消减 杂交 法 对 mRNA 的 质 和 景 要 求 都 很 高 ,而 且 


还 很 难 获得 低 丰 度 的 差异 基因 。 


为 此 ,人 们 引入 了 PCR 技术 ,先后 建立 了 几 种 以 PCR 为 基础 的 消减 杂交 方法 ,代表 性 差异 分 析 
技术 (representational difference analysis,RDA) 即 是 其 中 一 种 。RDA 的 原理 是 首先 用 限制 性 内 切 
酶 分 别 消 化 两 组 双 链 cDNA ,两 端 接 上 单 链接 头 R, 补 平 后 用 含 接头 R 序列 的 引物 扩 增 , 再 用 内 
切 酶 去 除 双 链 cDNA 两 端的 接头 RR; 然后 单 给 实验 组 双 链 cDNA PEHK EARE J, KRE 
接头 是 加 在 cDNA 每 条 链 的 3' 端 。 将 实验 组 与 对 照 组 cDNA 杂交 ,杂交 反应 体系 中 只 有 实验 组 
自身 杂交 形成 的 双 链 cDNA 才 两 端 都 带 接头 , 补 平 后 可 被 含有 接头 [序列 的 引物 几何 扩 增 ， 
而 只 有 一 端 带 接头 的 杂交 体内 能 被 线性 扩 增 ,并 可 被 大 豆 核 酸 酶 去 除 。 将 此 杂交 产物 再 行 
第 二 轮 酶 切 、. 加 接头 、 杂 交 和 PCR 扩 增 ,重复 若干 次 后 ,可 确保 从 实验 组 中 彻底 去 除 与 对 照 组 


共有 的 序列 。Welford SM 等 将 RDA 和 芯片 技术 相 结合 ,检测 


了 在 Ewing 肉 瘾 组 织 中 特异 表达 


的 基因 。 作 者 对 两 例 在 体内 具有 不 同 生物 学 活性 的 原 发 性 Ewing 肉瘤 进行 研究 ,移行 和 进展 
快 , 男 一 例 表 现 为 局 限 性 并 成 功 治愈 ,经 RDA 消减 杂交 获得 消减 文库 ,将 消减 文库 用 PCR 扩 增 
后 点 样 制 成 cDNA 微 阵列 。 分 别 用 Cy3 和 Cy5 标记 这 两 种 表现 各 异种 瘤 组 织 的 cDNA ,混合 后 
与 cDNA 微 阵列 杂交 ,然后 检测 各 点 的 荧光 强度 比值 。 在 192 个 被 检测 的 基因 中 ,有 173 个 基 
因 的 表达 存在 2 倍 以 上 的 差异 。 为 评估 这 些 基 因 是 否 不 同 及 不 同 程度 ,进一步 将 192 基因 进 


行 测序 和 同 杂交 (back - hybridization) ,结果 发 现 50 个 基因 是 特异 表达 的 。 


抑制 消减 杂交 法 (suppression subtractive hybridization, SSH} 


是 另外 一 种 基于 PCR 的 消减 杂交 


技术 ,其 原理 与 RDA 有 些 类 似 , 也 是 先 将 双 链 cDNA 酶 切 为 得 片段 ,但 后 续 工 作 是 将 实验 组 分 
为 两 组 加 不 同 的 单 链接 头 (这 些 接头 实际 上 是 连 于 DNA 每 条 链 的 3' 端 ) 分别 为 接头 1 和 接 
头 2, 它 们 分 别 具 有 一 段 反 向 末端 重复 序列 。 将 实验 组 的 两 组 样品 分 别 与 对 照 组 过 基 的 酶 切 
产物 杂交 ,第 一 轮 杂 交 后 ,两 组 杂交 产物 混合 ,将 这 些 产物 再 与 对 照 组 进行 第 二 轮 杂交 , 厅 交 产 


物 补 平 后 作为 模板 ,用 含 反 向 末端 重复 序列 的 引物 进行 PCR 


扩 增 。 杂 交 产 物 中 对 照 组 自身 杂 


交 产 物 和 实验 组 与 对 照 组 的 杂交 体 因 末 端 不 带 接头 或 只 有 一 端 有 接头 而 不 能 被 扩 增 。 杂 交 产 


物 中 还 有 三 种 两 端 带 接头 的 产物 ,它们 都 是 实验 组 cDNA:A 
NA, 每 条 单 链 cDNA 来源 干 第 一 次 杂交 的 同一 体系 ;B 产物 为 


产物 为 两 端 带 接头 1 的 双 链 eD- 
两 端 带 接头 2 的 双 链 cDNA ,每 条 


单 链 cDNA 来 源 于 第 一 次 杂交 的 同一 体系 ;C 产物 为 两 端 分 别 
单 链 cDNA 来 源 于 第 一 次 杂交 的 不 同体 系 ,更 具有 特异 性 ,而 


带 接头 1 和 2 的 双 链 cDNA, 每 条 
A 产物 和 B 产物 带 含 反 向 末端 重 


复 序列 的 相同 接头 ,所 以 在 PCR 变性 和 复 性 过 程 中 ,每 条 单 链 cDNA 可 自身 头 尾 互补 结合 形成 


发 卡 结构 而 不 能 被 扩 增 ,只 有 C 产物 才能 被 扩 增 出 。Yang 
(ER) 阳 性 和 肉 激素 受 体 (ER) 阴 性 的 乳腺 瘤 细 胞 系 进行 抑制 


CP 等 将 两 株 分 别 为 肉 激 素 受 体 
消减 杂交 ,获得 322 个 消减 杂交 


子 ,经 PCR 扩 增 后 点 制 成 cDNA 微 阵列 。 再 用 不 同 荧光 素 分 别 标记 来 自 于 ER 阳性 和 ER 阴性 
乳腺 癌 细 上 胞 系 的 cDNA, 将 制 成 的 探 儿 混 合 后 与 微 阵列 杂交 ,筛选 出 10 个 在 ER YERLI 
胸中 表达 比 对 照 至 少 高 5 倍 的 基因 ,这些 过 表达 基因 再 用 Northem 杂交 证 实 。 测 序 分 析 表 明 ， 


其 中 4 个 基因 分 别 为 细胞 角 蛋 白 19 HBR GATA ~3、CD24 和 
-w . 
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因 , 另 4 个 基因 是 来 自 于 两 个 不 同 基因 的 ESTs, 还 剩 下 的 2 个 基因 为 新 基因 。 最 后 ,用 流 式 细 
胞 术 和 免疫 荧光 分 析 表 明 CD24 蛋白 在 ER 阳性 乳腺 癌 细 胞 中 过 表达 。 

Bangur CS 等 将 SSH 和 芯片 技术 用 于 研究 小 细胞 肺癌 (small cell lung carcinoma ,SCLC) 的 特 
异 表达 基因 。 将 含 2 400 个 基因 的 cDNA 芯片 与 32 对 各 种 类 型 SCLC 和 正常 对 照样 本 进行 杂 
交 分 析 , 筛 选 出 209 个 上 调 基因 ,对 其 中 43 个 基因 用 实时 定量 PCR 验证 ,并 进一步 研究 其 中 9 
个 特异 性 可 能 最 强 的 基因 ,发 现 7 个 为 已 知 基因 ,2 个 为 新 基因 。 

Liau LM 等 在 研究 恶性 胶 质 瘤 的 免疫 治疗 时 ,将 差异 免疫 吸附 (differential immuno - absorp- 
tion,DIA) 用 于 恶性 胶 质 母 细胞 瘤 (glioblastomas,GBM) 特 异性 抗原 及 特异 基因 的 得 查 , 从 而 建立 
了 另 一 种 寻找 肿瘤 特异 基因 的 方法 。DIA 的 原理 如 图 17 - 21 所 示 ,首先 分 别 制备 出 CBM MIE 
常 脑 组 织 的 匀 桨 抽 提 液 作为 抗原 ,然后 将 两 者 分 别 与 琼脂 糖 交 联 制 成 亲 和 层 析 柱 备用 。 用 
GBM 抗原 免疫 兔子 制备 抗 血 清 , 抗 血清 过 交 联 有 GBM 抗原 的 亲 和 层 析 柱 ,得 到 能 与 GBM 抗原 
结合 的 抗体 。 将 此 抗体 再 过 交 联 有 正常 脑 组 织 抗原 的 亲 和 层 析 柱 ,分 离 出 与 正常 脑 组 织 抗 原 
有 交叉 吸附 的 抗体 后 ,未 能 与 正常 脑 组 织 抗原 结合 的 抗体 即 为 GBM 的 特异 性 抗体 。 用 此 特异 
性 抗体 筛选 GBM 的 cDNA 噬菌体 表达 文库 , 即 可 筛选 到 在 GBM 中 特异 表达 的 基因 。 将 筛选 到 
的 CBM 特异 噬菌体 阳性 克隆 片段 亚 克 隆 人 质粒 载体 ,插入 片段 再 经 PCR 扩 增 后 制 成 cDNA 微 
阵列 ,然后 用 不 同 荧光 素 标记 的 CBM 和 正常 脑 组 织 的 cDNA 与 此 微 阵列 杂交 ,根据 芯片 杂交 
数据 从 中 找到 GBM 的 特异 相关 基因 。 实 验 结果 显示 ,经 DIA 共 筛选 出 28 个 克隆 ,其 中 9 个 为 
已 知 基因 ,19 个 为 新 基因 。 用 cDNA 微 阵列 杂交 检测 这 些 基因 在 多 种 不 同人 胶 质 瘤 中 的 表达 ， 
发 现 一 条 基因 在 肿瘤 组 织 中 持续 高 表达 , 比 正常 脑 组 织 可 高 3 ~ 30 倍 。 进 一 步 研究 表明 ,该 基 
因为 颗粒 酶 蛋白 基因 ,与 胶 质 瘤 的 生长 调控 有 关 , 在 神经 胶 质 肿瘤 中 高 表达 ,在 正常 脑 组 织 和 
其 他 肿瘤 中 不 表达 或 低 表达 。 
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图 17-21 差异 免疫 吸附 DIA 的 原理 
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图 17 - 21 显示 原理 说 明 : GBM 肿 癌 组 织 和 正常 脑 组 织 在 盐 深 液 中 匀 浆 后 倒 出 可 溶 部 
分 ,不 溶 物 重新 用 1% SDS 抽 提 , 抽 提 物 分 别 与 CNBr 活化 的 琼脂 粮 交 联 制 成 亲 和 层 析 柱 。@@ 
将 剩余 的 溶 于 盐 溶 液 中 的 GBM 肿瘤 组 织 匀 浆 液 用 完全 柱 氏 优 剂 乳化 后 免疫 兔子 ;SDS 抽 提 的 
CBM 肿瘤 抗 诛 与 不 完全 福 氏 估 剂 混 匀 后 加 强 免疫 兔子 ,以 促进 抗 GBM 抗 血清 的 产生 。@ 抗 
CBM 抗 血清 过 交 联 有 CBM 抗原 的 亲 和 层 析 柱 , 洗 脱 后 可 得 到 能 与 GBM 抗原 结合 的 抗体 。@ 
将 @ 得 到 的 抗体 短 过 交 联 有 正常 脑 组 织 抗原 的 亲 和 层 析 柱 ,分 离 出 与 正常 脑 组 织 抗原 有 交叉 
吸附 的 抗体 后 ,未 能 与 正常 脑 组 织 抗原 结合 的 抗体 即 为 GBM 的 特异 性 抗体 。@@ 将 此 特异 性 搞 
体 经 中 性 化 浓缩 .透析 和 生物 素 化 后 用 于 筛选 GBM 的 cDNA 吹 菌 体 表达 文库 , 即 可 筋 选 到 在 
GBM 中 特异 表达 的 基因 。 
基因 表达 系列 分 析 (serial analysis of gene expression, SAGE) 是 同时 定量 分 析 大 量 转录 本 的 
一 种 方法 ,基本 原理 是 从 转录 本 特定 位 置 (靠近 3' 端 ) 分 离 出 短 核 苷 酸 序 列 (9 ~ 10bp) , 它 包含 
了 能 代表 该 转录 本 的 足够 信息 。 将 一 个 体系 的 所 有 转录 本 中 这 一 短 序列 分 离 并 随机 连接 到 一 
个 克隆 载体 中 进行 测序 , 便 可 以 得 到 该 体系 所 有 转录 本 的 表达 情况 。SAGE 最 显著 的 特点 是 可 
用 语 寻 找 那 些 较 低 丰 度 的 转录 物 , 最 大 限度 地 收集 基因 组 的 基因 表达 信息 ,这 使 之 成 为 从 总 体 
上 全 面 研究 基因 表达 、 构 建 基 因 表 达 图 谱 的 一 种 重要 策略 。SACE 使 用 灵活 、 便 于 掌握 ,在 正 
常 . 瘤 旁 . 癌 组 织 中 基因 的 差异 表达 研究 方面 有 独到 的 优点 ,有 助 于 发 现 肿瘤 特异 基因 。 
Nacht M 等 将 SAGE 和 芯片 技术 结合 起 来 ,用 于 和 乳 逐 癌 中 差异 表达 基因 的 检测 。 首 先 用 SAGE. 
对 两 株 典 型 的 乳腺 癌 细 胞 21PT 和 21MT 进行 检测 ,其 结果 与 正常 乳腺 上 皮 细 胞 的 SAGE 数据 
比较 , 找 出 表达 有 差异 的 基因 和 ESTs。 然 后 ,将 这 些 表达 有 差异 的 基因 和 ESTs 制 成 点 阵 ,与 临 
床 乳 咎 癌 样 本 和 正常 对 照 杂 交 , 以 验证 SAGE 的 结果 。 实 验 数据 表明 ,SAGE 和 芯片 结果 是 一 
致 的 , 除 发 现 … 些 已 知 乳腺 癌 分 子 标记 ,如 HER - 2/neu 和 MUC - 1 在 肿瘤 组 织 和 正常 对 照 中 
差异 表达 外 ,还 发 现 了 一 些 新 的 乳腺 瘤 相 关 基 因 。Christine A 等 在 研究 胰腺 癌 相 关 基 因 时 , 先 
用 含 60 000 cDNA 片段 (包括 12 000 个 全 长 基因 和 48 000 个 ESTs) 的 芯片 检测 胰腺 况 及 其 正常 
对 照 间 差异 表达 的 基因 ,然后 用 SAGE 检测 两 株 正常 胰腺 细胞 ,以 排除 一 些 在 正常 胰腺 细胞 中 
表达 的 基因 。 挑 选 出 差异 表达 的 基因 后 ,再 用 免疫 组 织 化 学 .荧光 原 位 杂交 和 逆转 录 - PCR 
加 以 证 实 。 最 后 ,在 鉴别 出 的 97 个 胰腺 癌 相 关 基 因 中 ,发现 28 个 为 已 知 的 ,69 个 为 新 基因 。 
另外 ,对 芯片 数据 进行 合理 的 统计 分 析 有 助 于 肿瘤 相关 基因 的 发 现 。Thomas JG 等 通过 研 
究 两 组 已 确证 存在 差别 的 样本 基因 表达 谱 数 据 ,建立 了 一 套 统 计 回 归 模 型 来 帮助 发 现 表 达 有 
异 的 基因 。 这 个 模型 完全 基于 假说 ,应 用 严格 的 统计 方法 ,分析 各 种 不 同 的 复杂 的 基因 表达 
数据 。 与 聚 类 分 析 不 同 , 该 方法 并 不 侧重 于 找 出 众多 基因 或 样品 的 共同 特征 ,而 是 侧重 于 有 灵敏 
有 效 地 发 现 有 差异 表达 的 基因 。 另 外 ,这 种 方法 可 用 于 检验 基因 表达 的 统计 假说 。 用 这 种 方 
法 重新 分 析 Golub TR 等 11 例 急性 淋巴 细胞 白血病 (ALL) 和 27 例 急性 粒 细胞 白血病 (AML) 的 
基因 表达 谱 数 据 ,发 现 141 个 基因 表达 有 差异 , 约 占 师 者 相关 基因 的 1% 。 用 这 种 方法 比较 
AML 组 不 同样 本 间 的 差异 ,从 中 发 现 一 组 与 血小板 生成 素 相关 的 基因 ,该 基因 与 AML 的 治疗 
效果 有 关 。 


三 、 肿 瘤 分 型 的 研究 
且 前 肿瘤 的 分 类 主要 还 是 依靠 临床 指 征 和 组 织 病 理学 镜 检 , 但 这 种 方法 有 着 许多 局 限 ,一 
些 组 织 病 理 举 表现 相似 的 肿瘤 在 临床 转 妇 和 治疗 效果 上 可 有 很 大 的 不 同 。 这 迫切 需要 人 们 找 
到 一 种 能 更 准确 区 分 肿瘤 类 型 的 方法 或 规则 ,肿瘤 细胞 的 基因 变化 决定 着 其 功能 和 性 状 的 改 
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变 , 用 肿 冷 细 胸 的 基因 型 指标 进行 肿瘤 的 分 型 可 以 更 好 地 区 分 辨别 肿瘤 的 细微 差异 ,而 基因 芯 
片 技术 为 基干 基因 表达 类 型 的 肿瘤 分 型 方法 提供 了 技术 基础 。 

1999 年 ,美国 麻 省 理工 学 院 Whitehead 研究 所 Golub TR 等 最 早 利用 基因 心 片 技 术 进 行 了 
肿瘤 分 型 的 尝试 ,在 人 类 急性 白血病 亚 型 的 分 型 上 获得 成 功 。 作 者 用 点 有 6 817 条 基因 的 芯 
片 分 别 与 38 例 急 性 白血病 患者 骨 廊 细胞 的 cDNA 进行 杂交 ,其 中 27 例 为 急性 粒 细胞 白血病 
CAML) ,11 例 为 急性 淋巴 细胞 白血病 (ALL) ,然后 比较 分 析 两 者 基因 表达 谱 的 异同 ,以 此 作为 
区 分 这 两 种 不 同型 别 白 血 病 的 依据 。 通 过 他 们 自己 建立 的 “Neighbothood Analysis” 方法 对 基因 
表达 谱 数 据 进行 分 析 , 确 定 大 约 有 1 100 个 基因 与 AML 和 ALL 有 相关 性 ,然后 又 根据 其 他 大 量 
临床 检测 数据 建立 了 AML 和 ALL 的 相关 基因 表达 数据 库 ,确定 各 相关 基因 的 平均 表达 水 平 作 
为 AML 和 ALL 分 型 的 参照 值 。 实 际 应 用 时 ,将 待 查 患 者 的 cDNA 样品 与 基因 芯片 杂交 ,杂交 
结果 与 建立 的 AML 和 ALL 的 相关 巷 因 表达 数据 库 及 分 型 参照 值 进 行 比较 分 析 , 确 定 它们 与 
AML 和 ALL 的 相关 性 及 相关 程度 ,从 而 判断 病人 是 否 患 有 急性 白血病 或 判断 病人 所 患 急性 白 
血 病 为 何 种 亚 型 ,所 有 的 数据 处 理 及 判断 均 由 计算 机 自动 完成 。 鉴 于 与 AML 和 ALL 的 相关 基 
因 有 1 100 条 之 多 ,给 实际 操作 和 数据 处 理 带 来 许多 繁琐 和 不 便 , 作 者 又 从 中 精简 出 相关 程度 
更 高 的 50 条 基因 作为 分 型 判断 的 依据 。 

为 验证 方法 的 准确 性 和 可 行 性 ,作者 用 此 方法 对 上 述 38 例 已 明确 诊断 的 急性 白血病 进行 
分 型 ,结果 计算 机 成 功 地 对 36 例 进 行 了 分 型 ,只 有 2 例 不 能 判断 。 另 外 又 对 来 自 对 照 实验 室 
的 34 例 急性 白血病 不 同 组 织 标本 ,包括 24 A BRAN A 10 例 外周 血细胞 ,进行 分 型 判断 , 结 
有 果 有 29 例 诊断 正确 。 在 随后 的 实验 中 ,作者 又 用 此 方法 对 15 例 AML 的 化 疗 疗效 及 预后 进行 
了 分 析 ,研究 AML 的 相关 基因 是 否 与 其 发 病 机 制 和 治疗 效果 有 关 。 结 果 在 有 疗效 的 一 组 中 没 
有 发 现 与 疗效 有 显著 相关 性 的 基因 ,在 无 疗效 的 一 组 中 发 现 一 种 同 源 框 基因 (Homeobox gene) 
HOXA9 高 表达 ,而 该 基因 的 染色 体 异 位 常常 出 现在 一 种 罕见 的 预后 不 良 的 AML 亚 型 中 ,此 外 
发 现 该 基因 高 表达 可 导致 体外 粒 细胞 器 性 转化 和 实验 动物 白血病 。 

最 令 人 们 感 兴趣 的 是 ,Golub 等 用 此 方法 纠正 了 一 个 临床 误诊 病例 。 一 患者 临床 上 表现 出 
典型 的 白血病 症状 ,但 其 骨髓 标本 不 具有 典型 的 细胞 形态 ,只 好 根据 临床 指 征 和 其 他 相关 检测 
结果 将 其 诊断 为 AML, 但 按 AML 治疗 数 月 后 ,病人 未 见 好 转 ,于 是 怀疑 诊断 有 误 。 重 新 将 病人 
的 骨 骨 细胞 标本 按 Golub 的 方法 进行 芯片 杂交 处 理 ,结果 AML 和 ALL 的 相关 基因 均 表达 较 
低 ,计算 机 不 能 将 其 归 人 AML 或 ALL, 从 而 排除 患者 是 AML 的 可 能 性 。 后 来 ,进一步 分 析 基 因 
表达 数据 ,发 现 样本 中 腺 泡 状 横 纹 肌 肉瘤 相关 基因 高 表达 ,从 而 诊断 为 平滑 肌肉 瘤 ,改变 治疗 
方案 后 病人 很 快 出 现 好 转 。 这 -例证 极 大 地 显示 了 基因 芯片 技术 在 肿瘤 分 型 和 肿 痛 诊 断 上 的 
应 用 价值 。 

Alizadeh AA 等 将 芯片 技术 用 于 了 弥散 性 大 B AUG EUR (diffuse large B - cell lymphoma, 
DLBCL) 的 分 型 ,分 型 结果 较 好 地 反映 了 肿瘤 的 临床 表现 。DLBCL 是 一 种 侵袭 性 的 恶性 成 熟 8 
细胞 淋巴 瘤 ,患者 的 临床 表现 常常 各 异 , 尽 管 大 多 数 病 刚 开始 治疗 可 能 会 有 一 定 反 应 ,但 很 少 
会 有 病人 能 得 到 稳定 的 病情 缓解 。 以 往 依靠 形态 学 的 诊断 ,以 及 免疫 组 织 化 学 对 少数 几 个 诊 
断 标 记 的 检测 ,都 不 能 有 效 地 将 DLBCL 按 其 临床 表现 进行 分 型 。 用 售 17 856 个 基因 的 芯片 ， 
检测 包括 DUBCL DERW ER (follicular mphoma,FL) 和 慢性 淋巴 细胞 白血病 (chronic lympho- 
eytic leukaemia, CLL) 和 正常 对 照 组 织 等 在 内 的 96 例 样本 ,根据 基因 的 表达 水 平 对 DLBCL 进行 
分 型 。 结 果 可 将 DLBCL 分 为 两 种 亚 型 ,一 种 为 胚胎 性 中 枢 B 细胞 样 DLBCL( germinal centre B- 
Yke DLBCL,GC - DLBCL) , 另 一 种 为 活化 B 细胞 样 DLBCL(activated B - like DLBCL, A - DLBCL)， 
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这 两 个 亚 型 的 基因 表达 谱 显 著 不 同 ,反映 了 B 细胞 不 同 的 分 化 阶段 。 两 个 亚 型 患者 的 预后 明 
显 不 同 ,CC - DLBCL 患者 总 的 生存 率 明显 高 于 A- DLBCL 患者 的 生存 率 , 证 实 了 基因 分 型 结 
果 的 准确 性 和 临床 意义 。 

Sorlie 等 根据 乳腺 痛 组 织 的 基因 表达 特征 进行 乳腺 癌 的 分 型 ,并 探讨 了 这 种 基因 分 型 与 
肿瘤 临床 预后 的 相关 性 ,获得 了 一 些 新 的 发 现 。 在 对 总 共 85 例 样本 ,包括 78 例 乳 腺 瘤 ,3 例 纤 
维 腺 瘤 和 4 例 正常 对 照 , 用 含 8 102 个 基因 的 芯片 进行 杂交 分 析 , 根 据 基因 表达 特征 将 乳腺 瘤 
分 为 5~6 个 型 别 。 其 中 ,划分 出 的 基底 上 皮 样 级、ERBB2 基因 过 表达 组 和 正常 乳腺 样 组 与 以 
前 研究 的 结果 -- 致 ,而 以 前 划分 为 膝 状 虐 皮 / 具 激素 受 体 组 的 样本 ,这 次 又 可 被 划分 为 至 少 两 
个 亚 型 ,每 个 亚 型 都 具有 独特 的 基因 表达 特征 。 为 证 明 这 种 新 的 分 型 的 合理 性 ,对 用 两 套 不 同 
基因 在 肿瘤 组 织 的 表达 水 平 进行 肿瘤 样本 分 型 的 结果 加 以 比较 ,发 现 两 者 的 分 型 结果 是 一 至 
的 。 丙 套 不 同 的 基因 中 ,其 中 一 套 为 作者 从 8 102 个 筛 查 基 因 挑 选 出 来 的 可 特异 反映 各 型 肿 
瘤 本 质 的 456 个 基因 ; 另 一 套 为 挑选 出 的 与 患者 预后 高 度 相关 的 264 个 基因 ,其 中 有 81 个 基 
因 与 前 一 套 重 复 。 进 一 步 进行 乳腺 瘤 疗 效 的 前 瞻 性 调查 ,用 以 评估 基因 分 型 的 合理 性 ,结果 给 
予 同 样 的 治疗 以 后 ,不 同型 别 的 乳腺 瘤 患者 ,其 预后 存在 很 大 的 不 同 , 这 也 进一步 证 实 了 基因 
分 型 具有 其 合理 性 和 临床 意义 。 
Seiam FM 等 将 芯片 技术 和 生物 信息 学 用 于 巴 雷 特 食管 (Bamrett s esophagus) 和 食管 瘤 的 分 
类 ,结果 与 组 织 病理 学 分 类 结果 一 致 。 用 售 8 000 个 基因 的 芯片 与 13 例 食管 外 科 切 除 或 内 镜 
活 组 织 检查 的 RNA 杂交 ,其 中 7 例 为 巴 雷 特 食管 样本 ,6 例 为 食管 痛 , 然 后 用 分 层 聚 类 分 析 
(hierarchical cluster analysis) 进 行 分 型 。 

Selam FM 等 还 将 人 工 神经 网 络 (artificial neural networks, ANNs) 用 于 芯片 数据 的 处 理 , 并 进 
行 肿瘤 的 分 型 。 所 谓 ANNs 是 指 为 了 模拟 生物 大 脑 的 结构 和 功能 而 构成 的 一 种 信息 处 理 系统 
或 计算 机 系统 ,由 多 个 非常 简单 的 处 理 单元 彼此 按 某 种 方式 相互 连接 而 形成 ,系统 靠 其 状态 对 
外 部 输入 信息 的 动态 响应 来 处 理 信息 。 作 者 用 基于 cDNA 微 阵 列 数据 的 ANNs 对 两 种 只 有 被 
小 差别 的 肠 部 肿瘤 进行 了 区 分 ,一 种 是 散在 的 结肠 腺 瘤 和 瘤 (sporadic colorectal adenomas and 
cancers, SAC) , 另 一 种 是 炎 性 肠 病 相关 的 发 育 异 常 和 瘤 (inflammatoqy bowel disease - associated 
dysplasias and cancers) ,前 者 只 需 行 息肉 切除 治疗 ,后 者 需要 进行 结肠 切除 术 治 疗 。 用 售 8 064 
条 基因 的 cDNA 点 阵 与 39 例 结肠 肿瘤 样品 杂交 ,然后 根据 基因 表达 数据 ,分 别 用 分 层 聚 类 法 
(Hierarchical clustering) 和 ANNs 进行 分 类 ,结果 基于 所 有 8 064 个 基因 表达 数据 的 分 层 聚 类 法 
无 法 区 别 SACs 和 IBDNs, 而 ANNs 却 可 准确 判断 出 12 例 样本 (包括 3 例 IBDNs 和 9 例 SACs)。 
从 8 064 个 数据 中 再 用 计算 机 挑选 英 97 个 用 于 分 类 ,结果 两 种 方法 都 可 以 对 SACs 和 IBDNs 进 
行 正确 分 类 。 

另外 ,Ben - Dor A 等 研究 了 基因 分 型 的 准确 性 ,通过 统计 和 分析 3 种 肿瘤 及 其 正常 对 照 组 织 
标本 的 基因 表达 数据 ,取得 了 90% 的 组 织 分 型 准确 率 。 第 -组 数据 为 62 例 上 皮 结 肠 组 织 的 
2 000 个 基因 表达 水 平 ,第 二 组 数据 为 32 例 卵 梨 组 织 的 约 10 000 个 基因 表达 水 平 ,第 三 组 数据 
为 了 2 例 骨骼 和 外 周 血 样 器 的 7 100 个 基因 的 表达 水 平 ,所 有 数据 经 过 多 种 统计 方法 统计 并 修 
正 后 ,挑选 出 表达 有 差异 的 相关 基因 作为 分 类 依据 。 

可 见 ,基于 基因 怎 片 技术 的 肿瘤 分 型 方法 为 肿瘤 分 型 提供 了 一 种 全 新 的 手段 , 它 与 传统 的 
临床 指 征 和 组 织 病理 形态 学 分 型 方法 相 比 , 在 某 些 方面 具有 更 可 靠 更 稳定 更 准确 的 优点 ,更 能 
反映 肿瘤 组 织 或 细胞 的 实际 状况 并 顶 示 其 发 展 ,实际 操作 时 也 更 简便 快捷 ， 自动 化 程度 高 。 
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四 、 肿 瘤 相 关 基 因 功 能 的 研究 


研究 肿瘤 相关 基因 的 功能 是 研究 肿瘤 致 病 机 制 和 肿瘤 治疗 的 重要 内 容 ,只 有 明确 肿瘤 相 
关 基 因 的 功能 才能 真正 在 分 子 水 平 上 认识 肿瘤 的 发 生发 展 ,深刻 理解 肿瘤 的 本 质 。 

目前 ,我 们 对 基因 功能 的 研究 还 主要 是 靠 基 因 转 移 或 基因 澳 除 手段 ,通过 将 待 研究 的 基因 
逐个 转 人 培养 细胞 或 转基因 动物 后 ,从 产生 的 生理 或 病理 效应 中 推断 基因 的 功能 。 其 实 ,这 种 
研究 方法 具有 很 大 的 局 限 性 ,因为 大 到 生命 ,小 到 细胞 都 是 一 个 有 机 整体 ,任何 一 个 细胞 乃至 
任何 一 个 基因 都 不 是 单独 发 挥 作用 的 ,它们 往往 要 与 多 种 其 他 的 细胞 或 基因 协同 发 挥 作用 。 
不 辕 的 基因 可 以 有 相间 的 功能 , 则 一 基因 又 可 能 有 多 种 功能 ,人 为 地 加 和 或 融 除 某 一 基因 后 ， 
机 体 或 细胞 往往 通过 代 偿 途 径 弥 补 该 基因 的 功能 ,从 而 使 机 体 或 细胞 的 表现 不 能 准确 反映 该 
基因 的 真实 功能 。 现 代 分 子 生物 学 和 细胞 生物 学 研究 表明 ,许多 涉及 细胞 生长 分 化 ` 机 体 免疫 
和 新 陈 代谢 等 生命 活动 的 基因 为 数 众多 ,紧密 排列 ,功能 相同 或 相似 ,形成 一 个 基因 家 族 ,各 个 
基因 是 作为 一 个 整体 来 调节 的 ,在 细胞 的 生长 分 化 .个 体 发 育 过 程 中 保持 高 度 的 时 间 ,空间 和 
数量 的 协调 性 。 肿 瘤 的 发 生发 展 是 一 个 复杂 的 过 程 , 一 个 肿瘤 相关 基因 功能 的 发 挥 可 能 是 与 


许多 其 他 基因 相互 作用 的 结果 ,因此 ,只 有 从 细胞 、 组 织 器 官 以 及 整个 机 


体 全 面 考察 才能 准确 


认识 它 的 功能 。 对 于 种 类 繁多 的 各 型 肿瘤, 找 出 并 研究 其 特异 性 的 相关 基因 及 其 基因 功能 是 


-项 十 分 繁重 和 复杂 的 工作 ,这 迫切 要 求 我 们 找到 一 种 高 通 量 的 分 子 水 了 


EE . 块 芯片 上 ,可 以 同时 对 来 源 于 不 同 个 体 , 不 同 组 织 、 不 同 细胞 分 化 


处 理 方式 的 肿瘤 细胞 的 基因 表达 状况 进行 测定 ,从 大 基 的 基因 表达 数据 中 找 出 规律 性 和 特异 


性 的 肿瘤 基因 并 确定 其 功能 。 


Coller HA 等 用 基因 芯片 研究 了 癌 基 央 mye 在 细胞 生长 、 细 胞 局 期 、 细 胞 信号 传导 和 细胞 


粘 附 过 程 中 的 作用 。 Myc 通过 调节 自身 和 其 他 基因 的 表达 来 影响 正常 细 


胞 和 肿瘤 细胞 的 生长 
增殖 ,但 其 确切 的 机 制 不 是 很 清楚 。 作 者 用 含有 6 416 条 基因 和 ESTs 的 芯片 检测 了 c- mye 
激活 在 人 主要 纤维 母 细 胞 中 所 引起 的 基因 表达 变化 ,研究 mye 在 细胞 生长 分 化 过 程 中 的 作用 
和 和 功能。 实验 结果 表明 ,27 个 基因 表达 持续 增加 ,9 个 基因 表达 持续 减少 。 这 些 基因 表达 的 变 
化 显示 了 mye 可 在 多 个 方面 影响 细胞 的 生理 过 程 ,包括 细胞 生长 ,细胞 局 期 \ 细 胞 粘 附和 细胞 
骨架 的 结构 等 。 变 化 的 基因 中 ,包括 有 许多 诸如 真 核 起 始 因子 5A 一 类 的 与 细胞 生长 有 关 的 
BORA . 核 仁 颗粒 及 纤维 丝 蛋 白 基 因 ,提示 mye 可 能 是 通过 影响 这 些 基因 来 调控 细胞 的 生长 。 
c- me 激活 还 影响 到 许多 细胞 周期 基因 的 表达 ,从 而 造成 细胞 周期 的 改变 ,如 mye 上 调 了 G1 
细胞 周期 蛋 上 D2 和 细胞 周期 依赖 性 酶 结合 蛋白 CKsHs 的 基因 表达 ,下 调 了 细胞 周期 依赖 性 
BARAT PA Cp DORER. Mye 对 细胞 粘 附和 细胞 结构 的 调节 ,是 通过 抑制 编码 细 
胞 外 基质 蛋白 纤维 素 .胶原 和 构成 细胞 骨 沫 成 分 的 肌 球 蛋白 基因 来 实现 的 。 对 肿瘤 坏死 因子 
受 体 相关 蛋白 TRAPI 的 作用 ,可 能 是 mye 介 导 的 细胞 凋 亡 的 机 制 。 最 后 ,两 个 免疫 亲 和 素 多 
Bi- AE - 顺 反 式 异 构 酶 了 和 FKBP52, 也 被 my 介 导 上 调 ,其 中 后 者 在 细胞 分 裂 中 起 着 重 


FARRAR. 
基因 芯片 技术 具有 高 通 量 、 自 动 化 \ 简 便 快 速 的 特点 , 它 将 成 二 上 万 个 基因 或 寒 核 背 酸 固 


YB 不同 病变 .不同 


要 作用 。 另 外 ,作者 还 建立 了 一 种 模式 匹配 (pattem - matching) 方 法 来 研究 myc 作用 的 靶 基 
因 , 解 读 myo 的 功能 ,其 基因 表达 谱 与 用 基因 芯片 检测 内 源 性 的 mye 的 基因 表达 谱 相 一 致 。 


Schuldiner 0 等 比较 了 C- mye 所 致 肿瘤 和 NN - myc 所 致 肿瘤 的 基 


表达 谱 , 并 进一步 分 


析 在 不 同类 型 mye 所 致 肿瘤 中 都 有 特异 表达 的 基因 ,发 现 这 些 在 mye 所 致 肿瘤 中 过 表达 的 基 
因 大 部 分 涉及 细胞 周期 的 调控 。 另 外 ,通过 分 析 这 些 基 因 调 控 序 列 中 mye 可 能 的 结合 位 点 ， 
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发 现 其 中 的 E2F1 和 7SC2 基因 可 能 为 mye 的 靶 基 因 。 


Jo H 等 用 芯片 研究 了 癌 基 因 ras 的 功 


能 。 一 些 ras 基因 调控 的 信号 转 导 途径 ,很 大 程度 


上 严格 控制 了 靶 细 胞 的 信号 产生 和 表 迎 ,认识 ras 基因 的 功能 ,就 必需 要 鉴别 出 ras 基因 作用 
的 下 游 丢 基因 。 芯 片 技术 和 差异 显示 技术 极 大 地 提高 了 鉴别 ros MERKAN o 

Rusiniak ME 等 通过 芯片 研究 维 甲 酸 的 靶 基 因 表 达 水 平 。 全 反 式 维 甲酸 (ATRA) 通 过 与 融 
合 瘤 蛋 白 急性 早 幼 粒 细胞 白血病 维 甲 酸 受 体 al PML - RARalpha) 结 合 , 可 导致 急性 早 幼 粒 细胞 
白血病 的 发 生 ,用 芯片 检测 被 维 甲 酸 处 理 的 ,能 表达 PML- RARalpha 的 TFA 能 样 白 血 病 细胞 
的 基因 表达 变化 ,结果 表明 最 初 在 内 皮 细 胞 中 发 现 的 ,被 肿瘤 坏死 因子 a 诱导 表达 的 B94 基 
因 是 维 甲 酸 的 靶 基 因 之 一 。 维 甲酸 处 理 TPL 细胞 h 就 可 诱导 894 基因 表达 , 894 基因 也 可 
在 NB4.UF1 和 HL — 60 细胞 中 被 绯 甲 酸 诱导 表达 ,但 在 其 他 造血 细胞 中 不 被 诱导 表达 。 

Svaren J 等 研究 了 EGR1 反 式 作 骨 因子 在 前 列 腺 癌 中 的 调控 作用 。 作 者 将 带 有 ECRI 基因 
的 腺 病毒 载体 导 人 前列腺 瘤 细胞 系 ,然后 用 等 核 并 酸 点 阵 检测 基因 表达 的 变化 。 对 可 能 是 由 


ECRI 调控 的 基因 再 通过 定量 RT- PCR 加 


以 证 实 。 在 被 鉴别 出 的 EGRI 靶 基 因 中 包括 几 种 与 


神经 内 分 小 相关 的 基因 ,如 涉及 前 列 腺 瘤 发 展 的 神经 元 特异 性 烯 醇 化 酶 基因 等 ;此 外 ,还 发 现 
几 种 生长 因子 也 受 ECR1 调控 ,包括 胰岛 素 样 生长 因子 工人 血小板 衍生 生长 因子 A, 转 化 生长 因 
FRY. 这 种 将 芯片 技术 、 腺 病毒 基因 转 染 技术 和 定量 RT ~ PCR 技术 相 结 合 的 思路 ,也 为 研 
究 反 式 作用 因子 和 其 他 肿瘤 相关 基因 的 鞠 基 因 及 其 功能 提供 了 一 个 通用 的 策略 。 

Saramaki 0 等 通过 荧光 原 位 杂交 和 芯片 技术 ,研究 了 编码 真 核 翻译 起 始 因 子 3( eIF3) p40 


亚 单位 的 基因 EIF353 与 前 列 腺 瘤 发 展 的 关系 ,结果 表明 晚期 前 列 腺 瘤 普遍 存在 EIF353 基因 
的 扩 增 ,EIF353 基因 在 前 列 腺 冶 发 展 中 发 挥 重 要 作用 ,预示 前 列 腺 冶 的 预后 很 差 。 

Calaluce R 等 用 芯片 技术 研究 了 层 烙 连 蛋 白 - 5(Laminin - 5) 在 人 前 列 腺 癌 中 所 起 的 作用 。 
作者 在 其 先前 的 研究 中 发 现 ,细胞 外 基质 和 前 列 腺 癌 细 胞 之 间 的 相互 作用 关系 到 前 列 腺 癌 的 
进展 , 层 粘连 蛋白 - 5 作为 一 种 重要 的 基底 膜 糖 蛋白 ,在 前 列 腺 癌 中 有 缺失 的 现象 ,而 层 粘连 
蛋白 - 5 的 受 体 - a6p4 整合 素 在 前 列 腺 癌 中 的 表达 也 有 变化 。 为 深入 探讨 层 粘连 蛋白 -5 在 


前 列 腺 癌 中 功能 和 作用 ,用 含 5 289 个 基因 


的 芯片 检测 了 分 别 用 纯化 的 层 粘连 蛋白 -5 处 理 前 


列 腺 癌 细 胞 系 DU145 各 0.5 h.6 h 和 24 jh 后 的 基因 表达 变化 。 结 果 表 明 分 别 有 461 和 14 个 
基因 在 层 粘 连 蛋 白 -5 处 理 0.5 h,6h Al 24 hh 后 发 生变 化 ,这 些 基因 涉及 细胞 信号 转 导 、 细 胞 
粘 附 ,细胞 周期 和 细胞 结构 等 。 实 验 结果 经 Norhem 杂交 和 免疫 组 织 化 学 予以 证 实 。 

Wang 荆 等 通过 生物 信息 学 和 芯片 技术 在 基因 组 范围 内 研究 了 P53 基因 的 靶 基 因 。 首 先 ， 
根据 人 类 基因 组 计划 的 测序 图 和 转录 图 , 找 出 4 852 条 至 少 含有 一 个 P53 结合 序列 的 基因 ,再 
随机 挑选 13 个 基因 作 mRNA 分 析 ,发 现 其 中 11 个 基因 可 受 P53 调控 。 通 过 染色 质 免疫 沉淀 
印迹 对 5 个 基因 的 启动 子 分 析 , 表 明 P53 都 可 以 在 体内 与 它们 结合 。 进 一 步 用 含 33 615 个 基 
因 的 cDNA 微 阵列 检测 P53 的 靶 基 因 ,发 现 1 501 个 基因 可 对 P53 作出 或 上 调 或 下 调 的 反应 。 
可 见 ,用 芯片 技术 可 大 大 提高 发 现 P53 靶 基 因 的 能 力 。 这 种 综合 了 生物 信息 学 和 全 基因 组 范 


转基因 表达 分 析 的 方法 ,为 研究 整个 基因 调控 网 络 提供 了 一 个 新 的 手段 。 


Mayanil CS 等 利用 基因 芯片 发 现 了 Pax3 WARTET. Pas 是 一 种 转录 因子 ,在 胚胎 
神经 管 .神经 消 和 舱 体 衍化 等 发 育 过程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 作 者 在 先前 的 研究 中 发 现 ， 
Pax3 在 神经 管 母 细胞 瘤 细胞 系 DOAY 中 过 表达 会 导致 — 2,8 - 唾液 酸 转 移 酶 基因 ( 57X) 表 
达 上 调 , 并 使 唾液 酸 等 神经 细胞 粘 附 分 子 产生 增多 ,提示 STX 可 能 为 Pax3 作用 的 下 游 葛 基 


A, BF Pax3 ERA PASH 


EGE AURRA Pax3 的 作用 划 标 及 
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功能 。 作 者 提取 稳定 转 染 了 Pax3 细胞 的 RNA 与 寡 核 苷 酸 点 阵 杂 交 , 经 与 空 裁 体 对 照 和 空白 
细胞 对 照 比较 后 ,发 现 总 共有 270 个 基因 的 表达 在 转 染 Pax3 ERRER., AERAR 
据 再 用 独立 的 cDNA 点 阵 和 实时 定量 PCR 检测 加 以 确证 ,发 坝 在 一 些 有 显著 变化 基因 的 启动 
子 中 含有 成 对 的 与 Pax3 类 似 的 同 源 结构 域 。 应 用 启动 子 - BE EP 
电泳 分 析 后 ,发 现 了 包括 STX 在 内 的 几 种 先前 未 报道 的 Pax3 下 游 作用 靶 基 因 。 

Richer JK 等 研究 了 两 种 不 同 亚 型 黄体 酮 受 体 (PR) 在 乳腺 癌 细 网 系 中 不 同 的 生理 功能 。 
将 两 种 不 同 亚 型 受 体 的 基因 导 人 乳腺 癌 细 胞 系 , 然 后 用 芯片 分 析 基 因 表达 的 变化 。 在 34 个 黄 
体 酮 受 体 调控 的 基因 中 ,有 4 个 只 由 PR- A 调控 ,有 65 个 只 由 PR-B 调 控 , 只 有 5 个 是 两 种 
受 体 都 可 以 调控 的 。 临 床上 ,这 些 受 特异 调控 的 基因 可 用 于 鉴别 研究 不 同 亚 型 的 乳腺 瘤 。 
美国 国立 癌症 研究 所 制定 了 肿 瘦 基因 功能 分 析 计划 ,采用 包括 基因 芯片 等 在 内 的 技术 笠 
段 建 立 一 个 完整 的 人 类 Unigene 系统 ,以 供 查 询 各 类 肿瘤 相关 基因 的 序列 及 其 组 织 来 源 。 该 计 
划 还 从 肺癌 .乳腺 癌 、 卵 巢 癌 ,前 列 腺 癌 和 轩 肠 道 癌 等 人 类 几 种 主要 的 癌 组 织 中 建立 cDNA X 
库 , 以 方便 人 们 研究 肿 痛 相 关 菇 因 的 功能 。 


五 、 肿 瘤 诊 断 的 研究 


基因 芯片 也 为 肿瘤 诊断 提供 了 一 个 新 的 方向 。 通 过 检测 体内 大 量 基 因 的 变化 水 平 ,特别 
是 肿瘤 相关 基因 的 变化 水 平 , 或 者 检测 肿瘤 相关 基因 是 否 存在 突变 等 异常 ,就 可 以 诊断 出 人 们 
是 否 患 有 肿瘤 及 肿 痛 类 型 ,或 者 判断 病人 已 患 肿瘤 所 处 的 阶段 并 预示 其 发 展 及 预后 ,这 也 是 基 
因 芯 片 技术 在 临床 实践 上 的 又 一 个 重要 实际 应 用 。 
美国 国家 人 类 基因 组 研究 室 的 Hacia JC 等 用 高 密度 的 寡 核 背 酸 点 阵 ,研究 了 与 人 类 遗传 
性 乳腺 瘤 和 卵 梨 冶 密 切 相 关 的 BRC41 基因 的 突变 和 多 态 性 ,被 检测 的 BRC41 是 其 第 11 外 显 
于 ,长 达 3.45 kbo RETH LERET 96 600 个 长 度 为 20 碱 基 的 赛 核 攻 酸 探 针 ,然后 用 标 有 
不 同 荧光 素 的 待 检 样本 和 对 照样 本 与 芯片 共 杂 交 , 洗 片 后 测 荧 光 强度 。 在 被 检测 的 15 例 息 者 
中 ,发 现 14 例 有 点 突变 ,插入 突变 或 缺失 突变 ,而 20 例 对 照样 本 均 为 阴性 结果 , 另 有 8 例 单 核 
霸 酸 多 态 性 (SNPs) 被 检 出 。 后 来 ,Hacia IG 等 经 过 多 方 改进 ,又 设计 制备 了 96 600 个 长 度 为 25 
碱 基 的 窒 核 彰 酸 点 阵 , 并 用 来 检测 长 度 达 5.59 kb 的 整个 BRCA1 基因 ( 共 含有 22 个 外 显 子 ) 的 
序列 变化 ,取得 了 理想 的 实验 结果 。 另 外 ,Hacia JG 等 还 用 高 密度 的 寡 核 苷 酸 点 阵 ,检测 了 许 
多 其 他 基因 的 突变 和 SNPs。 

美国 Atfimetrix 公司 的 Cronin MT 等 分 别 用 两 种 DNA 芯片 检测 可 性 纤维 化 跨 膜 转 导 调节 因 
FEC CFTR) 的 突变 ,其 中 一 个 芯片 全 有 428 个 探 针 ,用 于 短 查 95 个 碱 基 的 CATR 基因 第 11 外 显 
子 是 否 有 变异 或 多 态 性 , 另 一 个 含有 1 480 个 探 针 ,用 于 检测 CFTR 基因 的 已 知 突变 ,包括 缺 
失 、 插 入 和 碱 基 置换 。 最 后 ,用 芯片 分 析 了 10 个 未 知 病人 样品 的 CFTR 基因 ,其 结果 与 PCR 产 
物 的 限制 性 酶 切片 段 分 析 结果 完全 一 致 。 

Favis R 等 将 多 重 PCR、 连 接 酶 检测 反应 (ligase detection reaction, LDR) MISE RT ERE FAY 
合 起 来 ,在 一 个 反应 管 里 可 同时 检测 上 百 个 突变 ,从 而 能 够 同时 迅速 分 析 大 量 样本 。 多 重 PCR 
是 在 一 次 PCR 反应 中 加 入 多 对 引物 ,同时 扩 增 一 份 DNA 样品 的 不 同 序列 ,每 对 引物 扩 增 的 产 
物 序列 长 短 不 同 ,根据 长 短 不 同 的 序列 存在 与 否 ,就 可 检测 是 否 有 基因 片段 的 缺失 或 突变 。 
LDR 是 -- 种 用 于 分 析 基 因 序列 中 单个 大 基 突 变 的 技术 ,通过 一 对 紧邻 引物 与 双 链 技 DNA 中 的 
一 条 单 链 退 火 , 然 后 由 DNA 连接 酶 进行 连接 反应 ,就 可 扩 增 出 大 量 单 链 DNA 序列 ， 若 两 个 紧 
邻 引物 连接 处 碱 基 所 对 应 的 模板 DNA 碱 基 发 生 突变 ,会 使 引物 末端 不 能 与 模板 配对 结合 , 则 
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引物 之 间 就 不 能 连接 和 扩 增 ,结合 PCR 的 LDR 可 通过 一 次 扩 增 检测 产物 中 的 多 个 单 突变 位 
点 。 综 合 应 用 这 几 种 方法 Favis R 等 成 功 地 检测 出 分 类 尚 不 明确 结肠 癌 中 及 -~ Ras 和 P53 基 
因 中 的 突变 ,并 日 还 很 好 地 检 出 BRC41 和 BRC42 基因 中 的 低频 突变 。 

人 类 恶性 肿瘤 中 , 约 有 60% 与 人 类 P53 抑 癌 基因 的 突变 有 关 , 目 前 研究 人 员 已 经 研制 成 
功 了 可 以 检测 P53 基因 所 有 编码 区 (外 显 子 2~ SPF 11) 错 义 突 变 和 单 碱 基 缺 失 突变 的 基因 
芯片 。 以 外 显 子 了 的 第 248 个 密码 子 为 例 , 野 生 型 为 CGG, 在 芯片 上 做 出 5 条 探 针 ,相应 位 点 
分 别 为 GAC、GCC、GGC、GTC 种 G-C, 根 据 杂 交 后 的 荧光 显 色 图 ,就 可 以 分 析出 该 位 点 为 何 种 

Lehman TA 等 在 检 济 家族 泪 传 性 乳腺 癌 中 生殖 系 (gemm - line) P53 基因 内 含 子 突变 的 频率 
及 其 功能 作用 时 ,采用 了 Affimetrix 公司 生产 的 P53 基因 突变 诊断 芯片 进行 研究 。 生 获 系 P53 
基因 的 突变 在 遗传 性 乳腺 癌 患 者 中 所 占 的 比例 为 1% 或 更 少 , 作 者 用 42 ARAR E ARE 
家 族 史 的 乳腺 癌 患 者 为 研究 对 象 , 研 究 了 生殖 系 P53 基因 外 显 子 和 内 含 子 发 生 碱 基 突 变 的 频 
举 及 其 功能 的 变化 。 和 例 患 者 平均 年 龄 为 4 岁 (年 龄 跨度 为 23 ~ 69 岁 ) ,其 中 12 例 ( 占 29% ) 
为 著名 的 Ashkenazi 家 系 。 采 用 PCR - 单 链 构象 多 态 性 {PCR - single strand conformation polymor- 
phism, PCR - SSCP) 分 析 技术 、 测 序 和 基因 芯片 等 方法 ,对 生殖 系 P53 基因 第 2 ~ 11 外 显 子 及 其 
周围 内 含 子 的 突变 和 多 态 性 进行 检测 ,结果 表明 在 3 例 ( 占 7.1%) 遗 传 性 乳腺 癌 目 者 中 ,存在 
生殖 系 P53 基因 第 13 964 位 的 G 变 为 C(G13 964C) 的 突变 ,其 中 2 例 患 者 为 杂 合 突变 ,1 例 为 
纯 合 突变 ,而 在 107 例 非 遗 传 性 的 乳 逐 瘤 患 者 中 ,无 1 例 有 P53 基因 的 13 964 GC 突变 。42 例 
泪 传 性 乳腺 癌 患 者 中 , 除 P53 基因 第 6 内 含 子 的 G13 964C 这 一 突变 外 ,再 无 1 例 有 P53 基因 
第 2- 11 外 最 子 的 突变 ,但 谱系 分 析 表 明 ,3 例 患 者 都 持续 伴 有 Li - Fraumeni 综合 征 的 多 种 肿 
瘤 的 家 族 史 。 对 带 有 P53 基因 G13 964C 突变 患者 的 BRC41 和 BRCA2 基因 进行 检测 ,结果 表 
明 BRC41 和 BRC42 基因 没有 伴随 的 有 害 突变 ,这 种 有 害 突变 在 其 他 遗传 性 乳腺 癌 患 者 中 曾 
被 发 现 过 。 用 调 亡 形态 学 发 现 方法 和 细胞 生存 检测 方法 ,对 2 株 来 自 有 P53 基因 G13 964C R 
变 患 者 的 淋巴 母 细胞 系 进行 功能 检测 ,发 现 突变 可 延长 顺 铀 处 理 后 的 细胞 存活 期 并 减低 化 疗 
介 导 的 细胞 凋 亡 。 免 疫 组 织 化 学 检测 到 P53 突变 蛋白 的 高 表达 ,证 实 P53 基因 G13964C 的 内 
含 子 突变 为 一 个 有 功能 的 突变 。 

Wen WH 等 用 P53 基因 芯片 和 传统 DNA 序列 分 析 法 ,分 别 检测 108 BUSA ALMA TP53 基 
因 突 变 时 发 现 ,总 共有 77 例 突变 被 两 种 方法 之 一 检测 出 来 ,其 中 71 例 被 芯片 检测 出 来 ,63 例 
被 传统 DNA 测序 法 检测 出 来 。 两 种 方法 都 检测 出 57 例外 集 瘤 中 相同 的 突变 ,另外 检 出 31 例 
卵巢 癌 中 TPS 基因 为 相同 的 野生 型 ,一 致 率 为 81%。 不一致 的 结果 中 ,有 14 例 基因 芯片 检 
出 而 未 被 常规 DNA 序列 分 析 法 检 出 ,有 6 例 被 常规 DNA 序列 分 析 法 检 出 而 未 被 基因 芯片 检 
出 。 芯 片 检测 法 显示 出 94.90 MEME 92% AEA 100% 特 异性 ,而 传统 DNA 序列 分 析 法 显示 
出 87% 准 确 性 .82% 灵 敏 性 和 100% 特 异性 ,基因 芯片 可 用 作 一 个 检测 TP53 基因 突变 的 有 力 
工具 。 

目前 ,美国 的 Atgmetrx 公司 开发 的 诊断 芯片 中 , 除 检测 P53 搞 癌 基因 突变 的 芯片 外 ,还 有 
能 检测 HIV 逆转 录 栈 基因、 乳腺 癌 相 关 基 因 BRC41/BRC42 和 细胞 色素 - P450 基因 等 是 否 有 
突变 的 芯片 ,这 些 芯 片 都 已 经 上 市 并 且 用 于 临床 。 

应 用 基因 芯片 技术 进行 肿瘤 诊断 时 ,通常 首先 要 制备 出 针对 各 个 肿瘤 的 诊断 芯片 ,实际 操 
作 时 ,就 是 将 具有 诊断 价值 的 各 个 肿瘤 的 相关 基因 集中 起 来 点 在 一 块 或 几 块 芯片 上 ,再 用 这 种 
有 针对 性 的 芯片 与 待 愉 样品 杂交 ,做 到 有 的 放 矢 ,这 样 就 可 以 大 大 提高 突变 的 检 出 率 和 准确 
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率 。 国 内 已 有 一 些 肿瘤 诊断 芯片 研制 成 功 的 报道 ,如 复旦 大 学 遗传 所 和 联合 基因 公司 等 单位 
进行 肺癌 由 关 基 因 上 芯片 的 研制 ,就 是 首先 有 昌 的 地 搜集 了 60 个 肺 冯 相 关 基因 ,四 修饰 后 的 引 
物 将 其 分 别克 隆 ,经 纯化 变性 后 ,用 点 样 仪 以 微 阵列 的 形式 将 其 点 布 于 醋 基 化 的 玻璃 片上 ; 然 
后 将 人 支气管 上 皮 恶性 转化 细胞 模型 BEP2D 细胞 的 原 代 ,20 代 、35 代 的 总 RNA 逆转 录 后 再 经 
LD PCR 标记 成 荧光 探 针 与 基因 芯片 进行 杂交 。 菊 光 扫 描 仪 扫描 后 显示 ,图 像 背景 均匀 、 信 号 
清晰 ,表明 杂交 效果 良好 ,芯片 制作 成 功 。 

将 基因 芯片 技术 与 比较 基因 组 杂交 (CGH) 技 术 相 结合 ,还 可 高 分 辩 率 地 检测 到 全 基因 组 
范围 内 DNA 拷贝 数 的 变化 ,为 深入 了 解 肿瘤 的 发 生机 制 和 进行 肿瘤 诊断 提供 技术 支持 。 

CGH 技术 是 检测 染色 体 或 基因 组 DNA 水 平 是 否 发 生变 异 的 有 效 方法 ,通常 采用 两 种 不 同 
的 荧光 素 标 记 DNA 做 探 针 ,一 种 用 红色 荧光 素 ( 如 Cy5) 标 记 肿 瘤 细胞 DNA, 一 种 用 绿色 荧光 
素 (如 Cy3) 标 记 正 常 细 胞 DNA ,两 者 混合 后 与 正常 人 分 裂 中 期 的 淋巴 细胞 染色 体 共 杂交 。 根 
据 比 较 两 种 探 针 所 标记 荧光 信号 强度 的 比率 来 判断 肿瘤 患者 的 DNA 是 否 存在 增加 、 缺 失 或 复 
制 等 变化 ,如 肿瘤 DNA 有 增多 , 则 杂交 带 显 红色 ; 如 减少 则 显 绿色 ; 如 没有 变化 则 显 黑 色 。 但 
是 CCH 存在 分 辩 罕 低 、 难 以 进行 特异 性 基因 定位 及 需要 制备 中 期 染色 体 等 缺点 ,通常 只 能 检 
测 超过 20 Mb 染色 体 区 域 的 拷贝 数 有 无 异常 ,使 得 该 技术 的 应 用 受到 一 定局 限 。 为 克服 这 些 
缺点 ,Solinas - Toldo S 等 将 芯片 技术 与 CCH 技术 相 结 合 ,推出 了 微 阵列 CGH 技术 ,无 需 制备 中 
期 染色 体 ,将 荧光 标记 的 基因 组 DNA 与 微 阵列 上 的 DNA 序列 杂交 ,可 检测 到 40 ~75 kb 大 小 
DNA 的 数量 变化 。Pinkel D 等 应 用 噬菌体 人 工 染 色 体 (PAC) 和 细菌 人 工 染 色 体 (BAC) 克 隆 微 
BESIKI FLEUR 20 号 染色 体 缺 失 ,分 辩 率 达 40 kb 的 缺失 。Pollack JR 等 采用 2 kb 的 PCR 产 
物 制 成 cDNA 微 阵列 ,检测 分 析 了 乳腺 瘤 细胞 系 和 乳腺 冶 组 织 DNA 拷贝 数 的 变化 ,灵敏 度 和 
特异 性 达 98% ,可 高 分 辩 率 地 鉴别 全 基因 组 范围 内 的 基因 扩 增 与 缺失 。Bruder CE 等 则 用 这 项 
技术 快速 而 广泛 地 检测 了 大 量 工 型 神经 纤维 普 患 者 中 致 病 基因 缺失 突变 的 频率 和 范围 。 

Heiskanen M 等 将 CCH 技术 .cDNA 微 阵列 和 组 织 微 阵列 结合 起 来 ,检测 到 成 纤维 细胞 生 
长 因子 受 体 2(fibroblast growth factor receptor 2 ,FGFR2) 在 乳腺 冶 中 的 低频 扩 增 。 我 腺 况 细 胞 系 
SUM - 52 中 存在 几 个 高 水 平 DNA 扩 增 位 点 ,包括 FCFR2 所 在 的 染色 体 10q26 区 域 。 首 先 ,用 
CCH 技术 检测 细菌 人 工 染 色 体 (BAC) 克 隆 微 阵列 ,发 现 SUM - 52 中 有 FCFR2 的 高 水 平 扩 增 。 
接着 ,用 含 588 个 基因 的 cDNA 微 阵列 检测 到 FCFR2 在 SUM- 52 中 过 表达 超过 40 倍 。 最 后 ， 
用 荧光 原 位 杂交 (FISH) 检测 含 750 例 原 发 性 乳腺 瘤 样本 的 组 织 芯片 ,结果 表明 FGFR2 只 在 
1% 的 原 发 性 乳腺 癌 患 者 体内 有 扩 增 。 

Hui AB 等 应 用 基于 芯片 技术 的 CCH 检测 了 多 形 性 神经 胶 质 母 细胞 痛 ( 晤 oblastoma multi- 
formes ,CBM) 中 多 个 基因 的 扩 增 。 对 14 例 多 形 性 神经 胶 质 母 细胞 瘤 样 本 (包括 7 例 癌 细 胞 株 
和 7 例 瘤 组 织 样本 ) 及 正常 对 照样 本 ,用 切口 平移 法 分 别 将 其 DNA 标记 上 绿色 或 红色 荧光 素 ， 
再 与 用 含 58 条 痛 基 因 的 叭 菌 体 人 王 染 色 体 P1 PAC 和 细菌 人 工 染 色 体 BAC 克 降 制 成 微 阵 列 
芯片 杂交 ,检测 这 58 个 基因 的 表达 情况 。 结 果 表 明 有 高 水 平 扩 增 的 痛 基 因 和 包括 CDK4, GLI, 
MYCN、MYC 、MDM2、 和 PDGFRA 等 基因 ,样本 中 扩 增 频率 最 高 的 瘤 基 因 包 括 PIK3C4 
(64.3%). EGFR (57.1%), CSE1L (57.1%), NRAS (50%), MYCN (42.9%). FGR (35. 
1%), ESR (35.7%), PGY1 (35.7% ) ll D17S167 (35.7% ) 等 基因 。 

Daigo Y 2 nz FA fi H+ RK RESI - PCR ( degenerate oligonucleotide primed ~ polymerase chain 
reaction, DOP - PCR) 激光 捕 提 微分 离 技术 和 点 阵 CGH 技术 检测 了 乳腺 瘤 中 允 个 痛 基 因 的 扩 
增 , 该 技术 可 用 于 包括 常规 样本 ,甲醛 固定 样本 和 石蜡 包 埋 样 本 等 在 内 的 多 种 样本 形式 肿 瘙 组 
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织 中 基 办 扩 增 的 检测 ,并 且 经 过 与 常规 的 中 期 染色 体 CCH, ARE CGH 和 荧光 原 位 杂交 法 相 比 
较 ,证 明 该 法 能 够 可 靠 地 检测 基因 的 扩 增 。 通 过 28 例 肿瘤 样本 与 含 57 个 癌 基 因 的 基因 组 芯 
片 的 杂交 分 析 , 作 者 从 少量 的 样品 就 得 到 性 腺 癌 中 癌 基 因 的 扩 增 谱 ,为 深入 了 解 乳腺 癌 发 生 的 
分 子 机 制 种 临床 表现 提供 了 参考 依据 。 

理想 的 肿 痢 治 疗 方案 应 该 依据 病人 准确 的 临床 和 组 织 病 理 诊断 来 制定 ,但 一 些 肿 痛 不 典 
型 的 临床 症状 和 组 织 病理 形态 特征 又 常常 使 之 难以 被 确诊 ， 芯片 技术 也 可 为 这 类 问题 的 
解决 提供 了 一 个 可 行 方案 。Ramaswamy S 等 利用 肿瘤 基因 的 表达 信息 对 多 种 肿瘤 的 诊断 进行 
了 研究 ,他 们 选择 了 14 种 常见 肿瘤 共 218 份 样本 和 正常 对 照 组 织 共 90 份 样本 与 芯片 杂交 ,对 
样本 16 063 条 基因 和 表达 序列 标签 (ESTs) 的 表达 水 平 进行 数据 处 理 和 分 析 统计 后 ,总 的 诊断 
准确 率 达 到 78% 。 


六 、 簿 选 抗 注 药物 和 监测 肿瘤 治疗 效果 

随 着 人 类 基因 组 计划 的 完成 ,宣告 了 生物 信息 学 时 代 的 到 来 ,大 量 的 基因 序列 数据 等 待 着 
人 们 去 一 一 破解 其 中 的 奥秘 。 在 抗 癌 药物 和 肿瘤 治疗 领域 ,我 们 同样 面临 诸多 的 生物 信息 学 
问题 ,如 药物 是 否 或 如 何 影响 肿瘤 细胞 的 生长 ,肿瘤 治疗 效果 及 预后 的 评价 等 等 ,传统 的 研究 
手段 对 这 些 问 题 显得 力不从心 ,这 就 促使 人 们 寻找 新 的 技术 和 方法 来 解决 , 正 所 谓 工 欲 善 其 事 
必 先 利 其 器 。 

基因 芯片 技术 以 其 高 通 量 微型 化 和 自动 化 的 特点 ,在 抗 癌 药 物 的 筛选 .药物 作用 葛 标 的 
发 现 .药物 的 毒性 评价 ,药物 的 时 效 关系 及 作用 的 分 子 机 理 等 方面 有 着 其 他 方法 不 可 比拟 的 优 
越 性 。 在 很 短 的 时 间 内 ,基因 芯片 就 可 筛选 成 百 上 千 ,甚至 更 多 的 化 合 物 ,从 而 大 大 提高 新 药 
的 研发 速度 。 另 外 ,一 -种 药物 的 作用 有 时 是 多 方面 的 ,基因 芯片 有 助 于 发 现 一 种 药物 的 新 的 功 
能 。 如 原先 设想 的 某 一 药物 是 针对 时 一 丢 标 的 ,但 在 全 基因 或 广 范围 筛选 中 却 发 现 该 药 在 另 
-方面 有 很 强 的 作用 ,从 而 将 其 开发 成 另 一 种 新 药 。 芯 片 技术 可 同时 发 现 众多 的 新 基因 和 新 
的 靶 分 子 用 于 新 药 的 设计 ,大 大 促进 制 续 工 业 的 发 展 。 肿 瘤 治 疗 药 物 Herceptin 就 是 一 种 抗 
HER2/ neu 瘤 基 因 表达 产物 的 重组 人 源 化 抗体 ,可 用 于 HERZ neu 癌 基 头 过 表达 乳腺 痛 的 治 
疗 ,并 获得 美国 FDA 的 批准 。 

美国 国立 癌症 研究 所 (NCI) 的 Weinstein IN 等 在 其 药物 发 现 计 划 中 ,应 用 基因 芯片 技术 得 
FET 70 000 以 上 化 合 物 对 60 个 肿瘤 细胞 系 的 作用 ,对 肿瘤 有 潜在 治疗 作用 的 化 合 物 , 进 一 步 
在 DNA RNA ,蛋白质 和 功能 水 平 上 研究 其 药理 作用 。 通 过 基因 芯片 技术 和 生物 信息 学 ,他 们 
发 现 了 许多 基因 与 基因 药物 与 基因 间 的 相互 作用 ,如 在 卵 梨 瘤 细胞 中 天 冬 酰胺 合成 酶 与 酶 类 
药物 L- 天 冬 酰胺 酶 就 存在 着 相关 作用 ,这 些 相互 作用 为 药物 的 发 现 、 药 物 设计 以 及 肿瘤 的 个 
体 治疗 方面 提供 了 借鉴 。 显 而 易 见 ,用 传统 方法 进行 如 此 大 规模 的 药物 筛选 是 难以 想象 的 ,只 
有 将 高 通 量 的 生物 信息 处 理 技术 与 传统 研究 手段 相 结合 才能 使 药物 研究 迈 上 一 个 新 台阶 。 

Scherf 等 用 舍 10 000 个 基因 的 微 阵列 对 6 个 细胞 系 的 基因 表达 谱 进行 分 析 , 获 得 一 系列 
的 标准 曲线 ,发 现 大 部 分 肿瘤 细胞 系 基 因 表达 特征 与 其 原 代 肿瘤 组 织 的 表达 特征 相 一 致 。 应 
用 生物 信息 学 和 化 学 信息 学 ,进一步 筛 查 122 种 对 肿瘤 细胞 系 基因 表达 有 影响 的 化 合 物 , 从 中 
遵 选 出 真正 有 效 的 化 合 物 作为 抗 肿瘤 药物 ,然后 再 进行 相应 的 毒 理 药理 实验 直至 临床 试验 。 

Clarke PA 等 研究 了 肠 瘤 患者 化 疗 前 和 治疗 期 问 肿瘤 基因 表达 变化 ,发现 丝 裂 等 素 C 和 5 
- 毛 尿 喀 啶 治疗 均 可 使 糖苷 合 成 酶 和 尿 咯 啶 - DNA 糖 基 酶 的 基因 表达 增加 。 该 研究 提示 ,这 
类 研究 既 有 助 于 前 明 药 物 的 作用 机 制 , 也 有 助 于 确定 药物 作用 的 四 基因 ,为 新 药 研 究 提供 线 
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Marton MJ 等 利用 基因 芯片 技术 REA T APA E OD A PE FAE R Be, eS 
胞 受到 药物 作用 24 h 后 mRNA 表达 发 生 改 变 , 从 而 推测 出 该 药物 的 药理 作用 及 对 不 同 肿瘤 细 
胞 的 杀伤 效应 。 

Kudoh K 等 检测 了 阿 霉 素 诱导 型 和 阿 霉 素 耐 药 型 瘤 细 胞 的 基因 表达 谱 。 作 者 将 MCF -7 
肿 首 细胞 被 阿 霉 素 短暂 处 理 后 的 基因 表达 谱 , 与 筛选 出 的 MCF - 7 耐 阿 霉 素 型 细胞 的 基 
达 谱 进行 比较 分 析 ,结果 发 现 被 阿 霉 素 短暂 处 理 的 细胞 ， 有 多 种 基因 的 表达 随时 间 变化 而 变 
化 ,其 中 包括 一 些 能 被 阿 链 烷 诱 导 表达 的 基因 ,也 在 耐 阿 霉 素 型 细胞 中 呈 组 成 性 高 表达 。 这 些 
实验 数据 可 帮助 人 们 前 明 病 物 耐 受 的 机 制 ,并 为 寻找 其 他 抗 癌 , 抗 肿 癌 药 物 提供 参考 。 

Chen CC 等 用 芯片 检测 了 大 豆 异 黄 崎 金 省 异 黄 岩 对 膀 姚 癌 细 胞 的 生长 捉 制 作用 。 用 
50mM 抑制 剂量 的 金谷 异 黄 素 和 不 则 长 短 的 时 间 , 分 别处 理 膀 胱 癌 细 胞 ,提取 处 理 和 未 处 理 膀 
晃 癌 细胞 mRNA 制 成 探 针 ,与 含 884 个 已 知 序列 的 cDNA 芯片 杂交 。 结 果 差 异 表达 的 基因 多 
数 编码 调控 信号 转 导 和 细胞 周期 蛋白 ,这 些 基因 可 用 于 帮助 研制 抗 肿瘤 药物 。 

Zhou Y 等 用 1694 个 肿瘤 相关 基因 的 芯片 监测 了 拓扑 异 构 酶 I 抑 制剂 襄 树 碱 (CPT) 对 结肠 
EMAL HCT116 基因 表达 的 影响 。 为 了 使 细胞 反应 一 致 ,在 CPT 处 理 之 前 , 先 用 抗 病毒 药 阿 
菲 迪 霉 素 (APFED) 处 理 使 细胞 同步 在 S 期 ,然后 ,分 别 用 20 nm 和 1 000nm 的 CPT 处 理 细胞 ,使 细 
胞 分 别 呈现 出 可 逆 的 和 不 可 递 的 G2 停 汪 期 。 将 这 两 种 剂量 CPT 处 理 后 的 细胞 和 未 经 处 理 的 
对 照 细胞 与 芯片 进行 杂交 ,结果 两 种 剂量 作用 下 的 肿瘤 纲 胞 基因 表达 谱 存 在 显著 的 差异 。33 
条 基因 在 CPT 处 理 的 前 20 :表现 出 特征 性 变化 , 取 其 中 5 条 再 用 Northern 杂交 检测 ,实验 结果 
与 芯片 结果 比较 后 发 现 相当 一 致 ,平均 相关 系数 为 0.86。 几 条 由 P53 激活 的 应 管 基因 在 
1 000 nM CPT AÈHERRAE APH 处 理 时 间 后 上 调 , 但 上 调 基因 似乎 并 不 直接 导致 细胞 岗 期 售 
A ,因为 通过 延长 APH 处 理 时 间 导 致 的 上 调 基因 在 去 除 APH SIP MA. AR 
有 丝 分 多 有 关 的 一 组 基因 在 CPT 处 理 后 ,其 纳 胞 周期 依赖 性 的 上 油 被 延缓 或 抑制 ,这 组 基因 
表达 上 调 的 中 断 直 接 导致 了 G2 SABLA, BSP, 他 们 观察 到 一 些 下 调 基因 在 细胞 周期 被 阻 滞 
后 恢复 表达 。 这 是 一 个 应 用 基因 芯片 技术 研究 抗 肿瘤 药物 对 肿瘤 细胞 剂量 - 时 效 关系 的 例 
子 , 药 物 剂 量 的 不 同 导 致 肿瘤 相关 基因 的 表达 出 现 很 大 的 差异 ,从 中 可 推断 出 药物 的 剂量 也 是 
影响 肿瘤 治疗 效果 的 因素 。 

Zembutsu H 等 用 全 基因 组 cDNA 微 阵 列 , 检 测 了 85 个 人 异种 移植 物 对 抗 肿瘤 药物 的 反应 ， 
以 期 建立 一 个 能 预测 抗 肿瘤 药物 对 患者 个 体 疗效 作用 或 毒性 作用 的 方法 。 将 来 自 9 种 人 体 妖 
富 的 85 个 异种 移植 物 植 和 裸 鼠 ,然后 用 9 种 抗 肿瘤 药物 处 理 , 这 些 药物 包括 5 - REE 3 - 
[(4- amino - 2 - methyl - 5 - pyrimidinyl) methyl] - 1 ~ (2 ~ chloroethyl) ~ 1 ~ nitrosourea\、 氨氮 化 
物 TER OIE MG WER C、 氨 甲 唆 叭 ,长春 新 碱 和 长 春 碱 。85 个 异种 移植 物 对 搞 
肿瘤 药物 的 敏感 性 用 含 23 040 个 基因 的 芯片 进行 检测 分 析 ,结果 表明 1 578 个 基因 在 用 药 后 
变化 ,其 中 333 个 基因 对 2 种 或 更 多 抗 肿瘤 药物 有 反应 ,32 个 基因 对 6 种 或 7 种 药物 有 反应 。 
这 些 数 据 为 肿瘤 的 个 体 治疗 和 发 现 或 设计 新 的 无 耐 受 的 抗 肿瘤 药 提供 重要 的 参考 价值 。 

基因 芯片 技术 也 可 用 于 肿瘤 疗效 及 预后 的 评价 ,为 肿瘤 的 用 药 ,治疗 方案 的 选择 提供 及 时 
的 参考 。van 't Veer IJ 等 应 用 基因 表达 谱 预 测 乳 典 癌 的 预后 获得 成 功 。 乳 腺 癌 是 一 种 临床 多 
发 病 ,但 是 即使 在 同样 的 病情 状态 下 ,乳腺 瘤 病人 的 治疗 效果 和 预后 常常 会 有 很 大 的 差异 。 对 
于 乳腺 癌 组 织 是 否 转移 扩散 ,采用 诸如 淋巴 结 和 组 织 病理 检查 等 手段 有 时 很 难 作出 谁 确 判 断 。 
化 疗 和 激素 疗法 虽然 可 以 减低 约 1/3 瘤 组 织 转移 的 可 能 性 ,但 仍 有 70% ~ 80% 接 受 治疗 而 存 
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活 下 来 的 病人 可 能 会 发 生 转移 。YVeer 等 用 基因 芯片 测 得 117 例 原 发 性 乳腺 癌 的 基因 表达 数 
据 , 通 过 分 析 处 理 这些 数 据 ,从 中 找到 一 批 与 乳腺 瘤 预后 相关 的 基因 ,包括 与 细胞 周期 调控 、 肿 
瘤 浸 润 、 种 冶 转 移 和 血管 生成 有 关 的 基因 ,用 这 些 基因 的 表达 水 平 作为 乳腺 癌 预 后 的 指标 。 临 
床 实际 检测 结果 表明 ,这 种 方法 的 预测 效果 超过 了 所 有 当前 使 用 的 临床 指标 ,可 为 乳腺 癌 和 其 
他 肿瘤 的 治疗 提供 参考 依据 。 
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第 五 节 ”生物 芯片 在 肝癌 及 病毒 性 肝炎 诊断 中 的 应 用 


一 、 基 因 芯 片 技 术 在 肝癌 研究 中 的 应 用 

基因 芯片 技术 也 称 基因 微 矩 阵 (microarray) ,是 20 世纪 90 年 代 发 展 起 来 的 一 种 前 沿 生物 
技术 ,具有 高 通 量 、 低 消耗 、 白 动 化 的 特点 。 美 国 Atymetrix 公司 于 1991 年 生产 了 世界 上 第 一 
块 赛 核 华 酸 基 因 芯 片 ,1995 年 第 一 块 以 玻璃 为 载体 的 基因 微 矩阵 芯片 在 美国 Stanford 大 学 诈 
生 , 这 标志 着 基因 芯片 技术 步 人 了 广泛 研究 和 应 用 的 阶段 。 随 着 人 类 基因 组 计划 (HGP) 的 完 
成 ,通过 基因 芯片 技术 能 确定 细胞 内 所 有 基因 的 表达 谱 , 可 同时 获得 成 千 上 万 个 基因 活化 的 模 
式 。 目 前 ,基因 芯片 技术 已 被 广泛 地 应 用 于 临床 医学 各 领域 的 研究 ,在 肝病 研究 中 也 有 一 定 的 
应 用 ,并 已 取得 了 初步 进展 。 基 因 芯片 在 肝病 研究 中 主要 应 用 于 原 发 性 肝 冶 、 乙 、\ 丙 型 肝炎 ` 肝 
硬化 及 肝 纤维 化 等 疾病 的 诊疗 上 。 以 下 分 疾病 进行 简单 的 介绍 。 

(一 } 基 因 获 片 在 原 发 性 肝癌 发 病 机 理 研 究 中 的 作用 

基因 芯片 在 原 发 性 肝癌 研究 的 应 用 方面 有 较 多 的 报道 。 肝 癌 是 一 种 常见 的 恶性 肿 癌 , 其 
侵袭 性 强 、 预 后 差 , 居 我 国 癌症 死因 的 第 2 位 。 目 前 研究 认为 , 肝 瘤 的 发 生 和 发 展 是 一 个 复杂 
的 多 阶段 .多 因素 、 多 基因 人 参与 过 程 ,实际 是 多 种 肝癌 相关 基因 表达 失常 或 多 肿瘤 抑制 基因 失 
活 所 致 。 正 常 基因 的 突变 或 缺失 、 癌 基因 的 异常 扩 增 和 表达 以 及 多 个 基因 的 协同 作 表 、 基 因 本 
身 多 效 性 和 机 体 免疫 因素 ,最 终 决定 肝癌 表 型 表达 与 耕 。DNA 芯片 为 研究 肝 瘤 发 生发 展 中 的 
基因 开关 及 表达 程度 提供 了 强 有 力 的 工具 ,利用 它 可 以 随时 获取 肝癌 细胞 生长 各 期 与 肝 痛 生 
长 相关 基因 的 表达 模式 ,因而 基因 芯片 在 肝 痛 研究 领域 中 具有 非常 重要 的 价值 。 

L 寻找 肝 瘤 相关 基因 。 寻 找 和 交 隆 新 的 肿瘤 相关 基因 ,以 往 采用 的 一 个 重要 方法 和 途径 
是 连锁 分 析 和 遗传 分 析 技术 。 但 是 ,对 于 像 肝癌 这 类 数量 大 遗传 性 不 显著 的 多 基因 、 多 因素 疾 
病 的 应 用 有 一 定 的 局 限 性 ,效果 不 理想 。 而 基因 芯片 可 以 进行 高 通 量 的 生物 信息 处 理 ,确定 细 
胞 的 基因 表达 谱 , 被 检测 目标 DNA 密度 高 ,样本 用 量 少 ,自动 化 程度 高 ,便于 大 量 第 出 新 基因 ， 
大 大 提高 了 发 现 新 基因 的 效率 。 一 些 学 者 将 基因 芯片 技术 与 差异 表达 技术 有 机 地 结合 ,通过 
对 两 种 组 织 进行 差异 比较 ,提供 差异 表达 基因 的 富 集 库 , 将 这 些 克隆 cDNA 点 到 基因 芯片 上 ， 
可 以 同时 ,快速 .重复 地 自 查 上 万 种 DNA 分 子 ,从 而 达到 高 效率 ,高通 量 \ 低 成 本 地 筛 查 和 分 析 
差异 表达 基因 的 目的 ,为 研究 在 包括 肝 瘤 在 内 的 各 种 肿瘤 的 发 生 、 发 展 过 程 中 的 各 个 环节 和 阶 
段 相互 协调 ,共同 表达 的 基因 群 提供 了 有 力 的 工具 ,也 使 快速 寻找 和 研究 肿瘤 相关 新 基因 成 为 
THRE Eisen 等 在 进行 大 量 的 DNA 芯片 杂交 后 ,对 已 知 功能 上 昌 基 因 和 未 知 功能 的 新 基因 的 
表达 谱 数 据 进行 统计 分 析 , 建 立 基因 到 类 分 析 ( gene clustering) 的 数学 模型 ,可 以 确定 不 同 基因 
在 表达 上 的 相关 性 ,从 而 能 够 快速 获得 新 基因 的 功能 信息 。 

特异 而 艇 感 的 肿瘤 标志 物 是 进行 肿 准 的 早期 诊断 、 预 后 判断 以 及 疗效 评估 的 重要 手段 。 
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基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


目前 , 原 发 性 肝 瘤 的 诊断 以 甲 胎 蛋 册 (AFP) 为 主 
此 ,寻找 更 特异 、 更 敏感 的 
相关 基因 ,可 望 从 中 获取 发 现 新 的 肝癌 

2. 肝癌 发 病 机 制 及 基 


,但 30% 以 上 的 乙肝 病例 AFP 检查 旦 阴性 。 
种 瘤 标志 物 是 肝癌 研究 的 一 个 重要 课题 。 通 过 寻找 和 克隆 新 的 肝癌 
冲 瘤 标志 
表达 谱 研究 。 从 过 去 单一 因素 致癌 到 多 步骤 、 多 因素 综合 致癌 理 


物 的 线索 。 


论 的 形成 ,人 们 对 肿瘤 的 发 病 机 制 的 认识 在 最 近 几 十 年 中 取得 了 突飞猛进 的 发 展 。 但 是 ,由 于 


技术 条 件 的 限制 ,以 往 人 们 研 


究 肿瘤 主要 是 针对 几 个 基因 ,至 多 几 十 个 基因 ,并 试 加 以 此 来 前 


明 肿瘤 的 发 病 机 制 ,结果 并 不 乐观 。 现 在 ,伴随 着 人 类 基因 组 计划 (HGP) 和 基因 芯片 技术 等 新 


技术 的 发 展 ,我 们 可 以 大 规模 检测 肿瘤 纪 
发 生 的 分 子 机 制 。 例 如 ,e - myc 是 正常 细胞 和 


织 内 基 | 


谱 表 达 情 况 , 将 有 可 能 真正 阐明 肝癌 等 肿瘤 
瘤 细胞 中 一 个 重要 的 癌 基 因 ,Coller 等 采用 标 


有 6 146 个 基因 和 表达 序列 标记 (expressed sequence tags, ESTs) ASE ARBRE LR RELA 


纤维 母 细胞 中 。- myc 基因 的 激活 导致 27 个 基因 诱导 表达 ,9 个 基 | 
等 作用 
k 同 的 环境 影响 下 ,有 着 不 同 的 生长 状态 ,这 种 状态 的 差异 主要 通过 细胞 内 转录 的 


细胞 生长 A 
AE CE 


BAR fea Ae a 


表达 被 抑制 ,这 些 基 因 与 


的 调节 有 关 。 


RNA 水 平 来 表现 。 细 胸 内 mRNA 的 转录 水 平反 映 了 在 不 同 的 环境 ` 细 胞 类 型 细胞 生长 阶段 


和 细胞 状态 下 的 功能 信息 ,绘制 所 有 基因 的 表达 


图 


谱 对 于 研究 基因 的 功能 十 分 重要 。 利 用 


cDNA 表达 谱 芯 片 大 规模 高通 量 和 并 行 处 理 的 优点 ,对 细胞 基因 水 平 进行 大 规模 平行 研 
出 一 张 反映 正常 .异常 和 受 控 条 件 下 所 有 基因 表达 的 时 空 
。 并 且 , 通 过 生物 信息 学 方法 ,对 各 基因 的 表达 谱 进行 比较 和 统计 分 析 , 确 定 不 
关 性 ,从 而 找到 未 知 基因 的 功能 和 已 知 基因 的 未 知 功能 。 只 有 完全 了 解 基因 表 


以 绘制 
向 和 
在 表达 上 的 


究 ,可 
从 一 维 走 
同 基因 


图 ,使 人 类 的 基因 


图 


达 情 况 及 其 精细 的 调控 才能 解 译 细胞 通路 的 动力 学 变化 ,包括 表达 有 瞬息 的 量变 ,不 了 解 基因 表 


达 及 其 水 : 
现 不 同 的 基 
与 恶性 程度 和 浸润 有 关 的 基 


:就 不 可 能 理解 基因 型 和 表 型 之 间 的 相互 关系 。 比 如 ,感染 不 同 肝炎 病毒 的 
表达 形式 ,差异 表现 在 编码 代谢 致癌 剂 或 抗 肿瘤 药物 的 酶 ,同时 判定 了 一 定数 量 
,为 选择 新 的 治疗 四 点 .化疗 方案 提供 线索 。 


LE 


Kawai 等 利用 cDNA 芯片 进一步 对 产 AFP MR AER RE BS RETR RRE 


AEP 肝癌 细胞 株 具 有 许多 种 类 特异 的 基因 表达 谱 , 这 有 助 于 理解 其 与 不 产 AFP 肝癌 细 
果 关 系 ,有 助 于 研究 基因 群 及 其 功能 ,为 未 来 更 合理 的 治疗 提供 依据 。 


包 株 的 


HCV 非 结构 蛋白 (NSP) 在 病毒 复制 和 肝病 病理 过 程 中 起 着 重要 的 作用 ,cDNA 表达 谱 芯片 
可 观察 NSP 调节 HCV 对 肝 瘤 细胞 基因 表达 的 影响 。 用 cDNA 芯片 检测 HCV NSP 诱导 下 肝癌 


细胞 株 的 生长 .代谢 过 程 . 细 
癌 形 成 有 着 密切 的 联系 。 


周期 及 转录 因子 的 变化 ,发 现 这 些 表达 的 基因 与 病毒 感染 和 肝 


在 国内 , 李 瑞 等 人 已 利用 基因 表达 谱 芯 片 研究 人 正常 肝 和 原 发 性 肝 细 胞 况 组 织 基因 表达 
的 差异 性 。 他 们 将 4 096 条 人 cDNA 点 在 特制 孩 片 上 制备 成 表达 谱 芯 片 ; 利 用 计 和 肝 痛 组 织 的 
mRNA 经 道 转录 方法 将 Cy3 和 Cy5 两 种 荧光 分 别 标记 到 两 种 组 织 的 cDNA 上 ,制备 成 cDNA 探 


针 , 并 与 表达 谱 芯 片 进行 杂交 和 扫描 , 共 筛 选 出 了 差异 表达 的 基 


参与 肝 瘤 发 生 的 基因 打下 良好 的 基础 。 
另外 ,利用 基 


表达 模式 开始 研制 一 种 DNA 芯片 来 获取 用 


903 条 。 所 获 数 据 将 为 鉴定 


芯片 表达 谱 数 据 还 可 随时 获取 肿瘤 细胞 生长 各 期 与 肿瘤 生长 相关 基因 的 
瘤 细胞 生长 相关 基因 的 表达 模式 。 该 芯片 的 研制 


成 功 将 为 肝癌 等 疾病 的 发 病 机 制 及 诊断 研究 作出 重要 贡献 。 


3. 肝 瘤 相关 基因 功能 研究 。 当 前 , 基 


研究 的 


要 手段 还 是 对 基因 进行 逐个 研究 , 即 把 


动物 中 ,或 将 某 一 基因 敲 除 (Jnook out) ,观察 


一 个 瘤 基因 或 卸 癌 基因 转 到 培养 的 细胞 或 转 基 
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发 生 的 生理 或 病理 效应 。 但 是 ,在 生理 或 病理 状态 下 ,每 一 个 基 


都 并 非 单独 起 作用 的 。 人 为 


地 加 人 或 剔除 一 种 基因 在 很 多 时 候 并 不 能 反映 实际 的 情况 。 现 在 已 经 明确 ,参与 基因 表达 调 


控 、 机 体 免 疫 及 细胞 分 化 等 重要 生命 过 程 的 许多 可 
大 的 染色 质 区 域 或 不 同 染色 体 上 ,在 基因 表达 调控 


关 基 因 是 成 能 
方面 具有 明显 不 同 于 单个 基因 的 特性 ,其 中 


LE 列 的 ,它们 可 以 分 布 在 一 较 


的 各 个 基因 是 作为 统一 的 整体 进行 调节 ,各 基因 在 细胞 分 化 ,个 体 发 育 过 程 中 保持 高 度 的 时 空 


以 及 央 达 量 的 协调 性 。 基 因 芯 片 具有 高 通 量 、 低 消 


定 在 一 块 芯片 上 ,可 以 对 来 源 于 不 同 个 体 .不同 细 胸 周期 .不 
的 肿瘤 组 织 或 细胞 内 的 mRNA 进行 检测 ,迅速 将 某 些 基因 与 肿瘤 联系 起 来 , 缩 得 了 实验 周期 ， 


大 大 加 快 了 这 些 基 因 功 能 的 确定 。 
芯片 , 结合 应 用 激光 捕获 显 微 切 割 技术 (laser capture microdissection), 检 
正常 细胞 浸润 性 癌 细 胞 以 及 转移 性 癌 细 胞 的 基因 表达 
各 的 瘤 细胞 中 各 种 基因 功能 的 情 


Seroi 等 利用 基 


WEP, -名 乳腺 癌症 患者 的 在 体 纯 
水 平 ,围绕 乳腺 癌 的 发 生 和 发 展 过 程 ,研究 处 于 不 同 病 理 过 和 


耗 . 自 动 化 的 优点 , 它 将 成 于 上 万 个 基因 国 
局 分 化 阶段 .不同 病变 .不 同 刺 数 


况 ,得 到 了 较为 可 信 的 结果 。 在 肝 瘤 发 生 ,发 展 的 复杂 过 程 中 ,很 可 能 同样 存在 着 这 样 相互 协 


调 的 共 表 达 的 基 


用 的 基因 ,揭示 


PA HEAP AEH 
Rit” (gene cluster) 进 行 研究 ,筛选 在 肝 瘤 相关 的 多 个 环节 1 
Ff 阅 在 基因 水 平 的 本 质 , 将 对 于 控制 肝癌 发 
(二 ) 基 因 艾 片 在 原 发 性 肝癌 诊断 和 治疗 研究 中 的 作用 
1. 肝癌 分 子 病 理 分 型 和 最 佳 治疗 方案 的 选择 。 目 前 
组 织 形态 学 标准 ,但 是 这 种 方法 存在 明显 的 不 足 。 在 临床 1 


长 的 各 个 环节 和 阶段 中 共同 表达 的 众多 基因 作为 个 “大 
上 起 作用 的 分 子 和 起 关键 性 调控 作 
展 . 肝 瘤 的 有 效 治 疗 有 着 重要 意义 。 


F 癌 的 分 类 主要 依靠 于 临床 资料 和 
上 常 出 现 一 些 组 织 病理 学 表现 相似 ， 


而 临床 转 归 和 治疗 效果 有 显著 差异 的 肝癌 病例 。 这 些 肝癌 病例 的 各 个 亚 型 ,由 于 在 临床 上 表 


现 十 分 相似 ,单纯 依靠 临床 症状 往往 难于 区 分 ,而 传统 的 突变 基 


的 第 查 又 十 分 耗 时 耗 力 ,而 


甩 不 同 亚 型 之 间 对 于 相同 的 治疗 方案 的 反应 十 分 不 同 ,所 以 正确 地 分 析 亚 型 ,对 于 肝癌 的 治疗 
以 及 预后 情况 ,具有 十 分 重要 的 作用 。 尽 管 传统 肿瘤 的 分 类 方法 已 经 沿用 了 近 30 年 ,但 目前 
尚 无 一 种 能 够 辨别 新 的 肿瘤 类 型 的 通用 方法 。 基 因 芯 片 技术 的 出 现 ,使 基于 广泛 的 基因 表达 
分 析 的 肿瘤 分 类 方法 成 为 可 能 。 这 种 对 肿瘤 分 类 方法 的 研究 可 以 分 成 二 类 ,一 类 是 发 掘 肿瘤 


类 型 , 即 确定 以 前 未 被 认识 的 


同类 型 的 特征 性 基因 ,我 们 可 
芯片 外 ,基因 表达 谱 蕊 片 也 可 


种 瘦 亚 型 ; 另 一 类 是 预测 
定义 的 可 以 反映 当前 状况 和 预后 的 肿瘤 类 型 中 。 

对 于 肿瘤 分 型 ,月 前 已 经 有 了 一 些 肿 瘤 分 型 基因 芯 
以 得 到 某 种 肿瘤 的 分 型 基 


瘤 类 型 ,即将 特定 的 肿瘤 标本 归于 已 


片 。 通 过 在 芯片 上 固定 局 一 种 肿瘤 不 
芯片 。 另 外 ,除了 开发 新 的 基因 分 型 
以 用 于 肿瘤 分 型 。Gloub 等 运用 基因 芯片 技术 建立 了 一 种 基于 基 


因 表达 类 型 的 肿瘤 分 类 方法 ,并 已 试验 性 地 应 用 于 人 类 急性 白血病 。 作 者 用 发 据 肿 瘤 类 型 的 


方法 自动 地 找 出 了 和 急性 类 细胞 性 白血病 (AML) 和 急性 淋巴 细 


性 白血病 (ALL) 之 问 的 区 别 , 而 


预测 肿瘤 类 型 的 方法 能 自动 地 确定 新 的 白血病 类 型 。 结 果 证 明了 这 种 完全 基于 检测 基因 表达 


类 型 的 肿瘤 分 类 方法 是 切实 可 


发 据 其 他 肿 冲 的 新 的 亚 型 和 预测 肿瘤 类 型 的 研究 。 这 种 发 气 


j 行 的 ,并 暗示 了 这 种 研究 方法 可 


以 不 依赖 于 以 往 的 生物 学 知识 ， 
提 瘤 类 型 的 技术 能 够 用 于 辨别 所 


有 肿瘤 的 主要 亚 型 ,这 种 “ 亚 型 "与 普通 的 病理 分 型 相 比 , 具 有 真实 和 可 重复 性 的 优点 。 独 县 这 
种 分 子 病 理 分 型 方法 能 够 用 于 研究 一 种 涵盖 不 同类 型 肿瘤 的 基本 分 类 机 理 ,更 重要 的 是 ,预测 


肿 瘦 类 型 的 技术 今后 有 望 应 用 于 临床 ,提供 一 种 客观 的 通用 技术 预测 用 


瘤 患 者 的 生存 期 和 预 


后 。 因 此 ,在 不 久 的 将 来 将 这 一 技术 应 用 于 肝癌 研究 ,将 对 发 抓 出 新 的 肝癌 亚 型 ,或 者 更 准确 


地 预测 出 肝癌 的 类 型 ,从 而 预测 出 肝 瘤 患者 的 生存 和 预后 以 及 对 指导 
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癌 患 者 的 用 药 具有 重 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


要 的 意义 。 
Shirota 等 应 用 


性 蛋白 基 


双色 荧光 标记 判断 肝癌 的 差异 表达 基 
因 与 肝癌 分 化 程度 有 关 , 其 中 13 条 基因 为 与 细胞 分 化 和 生 


,发 现 肝 瘤 组 织 中 


和 2 条 差异 表达 基 


长 相关 的 转录 生长 因子 或 组 织 特 异 
,如 DADI、IGFBP - 2, CyclinG2, E2f3 等 。 这 些 基 于 临床 样品 检测 的 信息 ,不 仅 有 


利于 进一步 曾 明 肝癌 的 发 生机 制 ,而 且 有 助 于 确定 肝癌 分类、 指导 治疗 和 判 斯 预后 。 


Stanford 大 学 Brown 和 Stanford 教授 进行 了 一 项 实验 研 
以 万 计 的 基因 的 转录 本 。Dudoit 等 人 则 在 这 项 研究 的 基础 上 


基因 芯片 
分 型 ,统计 


鼠 视网膜 上 单个 


为 了 直接 第 选 出 细胞 类 型 特异 性 基 


辨别 那些 仅 在 各 自 不 同类 型 细 
表达 研究 的 可 行 性 ,这 也 对 包括 
2. 肝 癌 早 期 诊断 芯片 。 我 


别 式 分 析 。 


究 , 从 几 百 例 肿瘤 标本 中 获取 了 数 
开发 出 了 一 种 多 元 统计 学 方法 对 
的 表达 谱 进 行 分 析 。 这 种 统计 方法 能 够 对 包括 肝癌 在 内 的 多 种 种 瘤 的 分 了 差异 进行 
分 析 的 最 终 自 的 是 希望 能 在 基因 表达 谱 数据 的 基 而 
法 或 “分 类 学 "(taxonomy)。 统 计 分 析 包 括 一 系列 群集 分 析 和 判 

另外 ,Liversey 等 则 应 用 基因 芯片 检测 单个 细胞 基因 表达 谱 
特定 神经 元 中 的 总 RNA 进行 扩 增 ,并 合成 和 
因 和 960 AREAK RARA cDNA 文库 中 随机 挑选 克隆 的 基 
细胞 的 芯片 杂交 数据 均 以 同一 份 全 脑 cDNA 标本 作为 参照 物 ,并 对 细 


上 发 展 出 --- 种 新 的 肿瘤 的 分 类 


。 他 们 使 用 PCR 扩 增 技术 对 大 
扩 增 cDNA ,应 用 含 130 个 已 知 基 
芯片 进行 杂交 。 每 ~ -种 类 型 
抱 类 型 进行 聚 类 分 析 . 


,作者 还 对 每 一 种 细胞 类 型 的 芯片 数据 进行 了 两 两 比较 ， 


和 中 表达 的 基因 。 结 果 证 实 了 这 种 在 单个 细胞 水 平 上 进行 基因 
肝癌 在 内 的 肿 瘦 分 子 病理 分 型 研究 有 借 
的 肝癌 患者 以 及 每 年 的 新 发 病例 均 居 


鉴 意义 。 
世界 首位 ,利用 这 些 丰 


富 的 肝癌 疾病 资源 ,分 离 、 定 位 和 克隆 一 批 在 我 国 发 生 率 高 ,危害 性 大 的 肝癌 致 病 基因 和 相关 


基因 , 进 
月 
通过 对 


而 研究 其 在 月 


Hacia 等 已 经 利用 
因 


列 ,一 般 认 为 50% 以 


痛 早 期 诊断 和 治疗 方面 的 应 用 ,将 具有 
于 检测 基因 突变 。 从 正常 人 基因 组 中 分 离 出 DNA 并 与 DNA 芯片 进行 杂交 ,获得 标准 图 谱 。 
两 种 图 谱 的 比较 、 分 析 , 就 可 以 得 册 病 变 的 DNA 信息 。 它 不 仅 可 
点 和 突变 类 型 ,更 主要 的 是 它 的 快速 高 效 是 目前 直接 测序 法 所 无 法 比拟 的 。 
DNA 芯片 检测 遗传 性 乳腺 瘤 和 卵 梨 瘤 基 因 BRC41 第 11 个 外 显 子 的 基 
突变 ,突变 方式 包括 点 突变 ,插入 及 缺失 等 。 在 
20 例 对 照样 品 中 均 未 发 现 假 阳 性 。 使 用 该 芯片 可 一 次 检测 出 BRCA1 基因 的 所 有 突变 位 点 。 
1997 年 ，Ficarrahe 和 Eversole 等 合作 研制 DNA 芯片 检测 和 用 
LBA AA a a | 


突变 ,在 1S 例 患者 样品 中 ,发现 14 例 有 基 


瘤 相 关 的 P53 


会 发 生 突变 。 


因 病 变 ,都 可 以 从 病理 与 健康 细胞 、 颖 


片 能 同时 检测 250 种 和 癌症 相关 的 基因 。 因 此 ,不 论 肿 瘤 的 病理 变化 涉及 的 是 单 基 


大 的 社会 意义 。 基 因 芯 片 可 以 


[以 准确 地 确定 突变 位 


基 


全 长 编码 序 


Affymetrix 公司 宣布 新 的 DNA 芯 


因 或 多 基 


织 基因 的 差异 表达 中 发 现 臻 病原 


利用 肝癌 诊断 芯片 检测 正常 人 群 中 
的 
3. 肝癌 而 
是 晚期 患者 来 说 ,目前 尚未 找到 


vin 


这 样 ,就 要 求 我 们 一 方面 鉴定 分 离 出 


性 相关 的 致 病 性 基因 ， 


目的 的 技术 不 久 将 得 以 实现 。 这 项 技术 在 肝 瘤 及 
药 基因 的 筛选 新药 的 


重要 。 但 是 ,长 时 间 地 使 用 同一 种 药物 ,常会 使 于 癌 细 


位 点 ,并 据 此 开发 出 更 有 效 地 治疗 肝 瘤 的 新 药物 。 利 有 
且 通 过 研究 相应 的 抑制 药物 治疗 后 引起 的 基因 表达 变化 ,观察 肝 瘤 细 
抱 或 患者 用 药 之 后 的 反应 ,从 而 为 开发 抗 肝癌 的 新 药 了 


MRR. T 


以 预见 ， 


疗 相 关 基 因 的 差异 表达 ,以 达到 早期 诊断 ,早期 治疗 肝癌 


开发 以 及 药物 搞 肝 痛 作 用 机 理 的 检测 。 
根治 的 办 法 ,所 以 选择 合适 的 药物 来 控制 病情 的 发 展 至 关 
包 对 于 药物 产生 耐 药性 ,影响 治疗 效果 。 


癌 硬 药 基因 ,同时 还 要 明确 抗 肝癌 药 和 


他 肿瘤 的 诊疗 中 应 用 前 景 是 很 广阔 的 。 


对 于 肝癌 病人 ， 


H VEF VLBI E 


基因 芯片 技术 ,我 们 可 


发 开辟 一 条 新 路 。 


以 找 出 肝癌 特异 


Marton 利用 基因 芯片 技术 ,能 快速 检测 出 肿瘤 息 者 对 顺 铂 作用 后 发 生 的 反应 ,发 现 肿瘤 细 
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第 十 七 章 ”生物 芯片 在 医学 中 的 应 用 


胞 受到 药物 作用 后 24 h 后 的 mRNA 表达 发 生 改 变 , 从 而 推测 出 该 药物 的 药理 作用 及 对 不 同 肿 
冶 细 胞 的 杀伤 效应 。 郑 世 荣 等 则 利用 基因 芯片 技术 研究 血 中 啉 单 甲 醚 (HMME) 光 动力 学 疗法 
对 人 原 发 性 肛交 HRPC2 细胞 基因 表达 的 影响 ,以 明明 其 作用 的 分 子 机 制 。 观 察 结 果 显 示 , 光 
照射 后 实 蛤 组 细胞 呈现 将 亡 形态 ;芯片 扫 措 显示 2.47% 的 检测 基因 (389/1 538) 出 现 明显 表达 
中 80% 的 基因 表达 下 调 , 这 些 基因 多 与 增殖 调控 功能 有 关 ; 而 细胞 凋 亡 通路 中 几 个 重 
竖 关 键 重 白 (CCP32、AIF、Meh2) 的 基因 明显 上 调 。 研 究 表明 HMME 激光 疗法 诱导 细 胸 将 亡 的 
机 制 可 能 是 线粒体 洞 控 。 美 国 国立 癌症 研究 所 在 癌症 治疗 发 展 计划 中 观察 了 65 000 种 以 上 
化 合 物 对 9 种 肿瘤 组 织 来 源 的 60 个 肿瘤 细胞 系 的 作用 效应 ,Scher 在 所 得 数据 的 基础 上 利用 
1 000 个 基因 发 片 评估 药物 对 60 个 肿瘤 细胞 系 的 基因 表达 的 影响 ,从 中 筛选 出 抗 肿瘤 药物 候 
选 化 合 物 ,并 对 其 做 临床 药 效 评价 。 在 不 久 的 将 来 ,利用 基因 芯片 技术 筛选 出 针对 性 更 强 , 更 
右 效 的 抗 肝癌 药物 是 完全 可 能 的 ,而 且 与 传统 的 基因 筛选 方法 相 比 效率 将 大 为 提高 。 

二 、 基 因 茧 片 技术 在 病毒 性 肝炎 及 其 他 肝病 诊断 中 的 应 用 
(一 ) 病 毒性 肝炎 的 流行 病 学 
迄今 为 止 已 发 现 数 十 种 病毒 可 引起 肝炎 性 损害 ,其 中 较为 明确 的 有 甲 、 乙 \ 丙 、 丁 \ 成 .已 、 

庚 七 种 。 我 国 是 病毒 性 肝炎 的 高 发 区 ,有 约 二 亿 肝 炎 病 毒 携带 者 ,每 年 感染 人 数 呈 上 升 趋势 。 
其 中 以 引起 慢性 肝炎 的 乙 型 .再 型 肝炎 病毒 对 患者 的 危害 最 大 ,是 发 展 成 肝 硬 化 , 肝 功 能 衰竭 
和 原 发 性 肝癌 的 主要 危险 因素 之 一 。 
乙 型 肝炎 是 由 乙肝 病毒 (HBV) 引 起 的 、 以 肝脏 炎 人 性 病变 为 主 并 可 引起 多 器 官 损害 的 一 种 
传染 病 。 本 病 广 泛 流行 于 世界 各 国 ,一 般 说 来 ,乙肝 表面 抗原 (HBsAg) 的 携带 率 热 带 地 区 高 于 
温带 ,男性 高 于 女性 ,儿童 高 于 成 人 ,城市 高 于 农村 ; 且 各 地 区 的 人 群 感染 率 有 很 大 不 同 。 北 
E .西欧 及 澳大利亚 为 低 度 流行 区 ,人 群 中 HBsAg 的 阳性 率 仅 2% ~ 5.0% ,乙肝 核心 抗体 ( 抗 
- HBe) 的 阳性 率 为 4% ~ 69% ,儿童 与 新 生 儿 感染 者 较 少见 ;东欧 日 本 .地 中 海地 区 ,西南 亚 及 
独 联 体 为 中 度 流 行 区 ,人 群 中 HBsAg 及 抗 - HBe 的 阳性 率 分 别 为 2% ~ 7% AM 20% ~ 55% JL 
童 和 新 生 儿 的 感染 较为 常见 ;我 国 和 东南 亚 国 家 及 热带 非洲 为 高 度 流行 区 ,HBsAg 和 抗 - HBe 
的 阳性 率 分 别 为 8% ~ 20% Fl 70% ~ 95% ,儿童 与 新 生 儿 感染 极为 常见 。 根 据 1990 年 的 流行 
病 学 调查 资料 表明 ,我 国人 口中 约 半数 感染 过 乙肝 病毒 或 正在 感染 中 ,有 10% 以 上 的 孕妇 是 
乙肝 病毒 携带 者 ,如 不 接受 乙肝 疫苗 预防 , 则 60% 的 新 生 儿 在 两 年 内 可 被 感染 上 乙 型 肝炎 。 
乙肝 邢 型 的 分 布 随地 域 不 同 亦 各 不 相同 : aye 多 见于 非洲 、 东 地 中 海 、 中 东 及 巴基斯坦 ; adw 多 
见于 北欧 及 美洲 ; ear 多 见于 东南 亚 及 远东 , adw 及 adr 多 见于 印尼 、 马 来 西亚 ,新 几内亚 及 泰 
国 。 而 我 国 则 具有 一 定 的 民族 性 ,汉族 人 以 adr 为 主 , adw KZ BETH EAH RE 
弟 民 族 儿 乎 都 是 ayw ER, ayr 亚 型 极其 少见 ,而 adr 亚 型 几乎 没有 。 

再 刑 肝炎 是 由 丙 型 肝炎 病毒 (HCV) 引 起 肠 道外 传播 的 一 类 传染 病 。 输 血 及 血 制品 引起 传 
播 是 本 病 的 主要 途径 。 据 国外 报道 ,输血 后 引起 的 肝炎 中 ,90% 以 上 是 再 型 肝炎 ;10% ~ 25% 
散发 性 急性 病毒 性 肝 类 为 两 型 肝炎 。 我 图 由 于 缺乏 系统 的 流行 病 学 资料 , 故 确切 发 病人 数 沿 
不 清楚 ,但 输血 后 丙肝 的 比例 约 占 60% ~ 80%。 而 急性 散发 性 肝炎 患者 中 ,丙肝 约 占 12% ~ 
24%。 此 外 , 因 单 采血 浆 回答 血球 发 生 血 液 污染 而 引起 丙肝 暴发 流行 的 报告 亦 较 多 。 近 年 来 ， 
千 输 向 途径 传播 的 丙肝 例 数 有 逐渐 增多 的 趋势 。 如 美国 1988 年 的 调查 数字 表明 ,急性 丙肝 中 
46%% 有 静脉 注射 毒品 史 ,10% 有 不 正当 人 性 接触 或 家 庭 内 肝炎 接触 史 ,5% 有 经 常 接触 血液 或 血 
液 透析 史 , 而 输血 引起 者 仅 占 6% 。 其 中 不 正当 性 行为 与 家 庭 内 肝炎 接触 史 的 发 病 率 要 比 不 

+ 323+ 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


具备 这 些 因素 老 分 别 高 出 11 倍 和 6 倍 。 此 外 , 母 婴 垂直 传播 也 是 一 个 途径 。 丙 肝 的 这 种 多 途 
径 传播 ,造成 了 预防 上 的 困难 , 故 其 发 病 率 正 呈 逐渐 上 升 趋势 ,流行 范围 也 和 逐渐 扩大 。 此 外 ,由 
FAB EE ERE ABE HCV 携带 者 也 可 通过 各 种 途径 传播 HCV, 从 而 有 可 能 造成 丙 型 肝炎 
的 发 生 和 流行 。 

(二 } 现 有 病毒 性 肝炎 的 诊断 方法 

目前 对 病毒 性 肝炎 的 诊断 主要 是 对 甲乙 ,内 、 丁 、 战 等 肝炎 病毒 的 和 饰 查 上 ,其 手段 是 传统 
的 血清 学 诊断 及 基因 诊断 。 

由 于 四 型 肝炎 和 成 型 肝炎 无 慢性 化 , 旦 有 较 好 的 血清 学 诊断 指标 , 故 一 般 不 需 进行 基因 诊 
断 。 乙 型 肝炎 病毒 抗原 ,特别 是 表面 抗原 ,在 血液 中 的 浓 虚 较 高 ,通过 抗原 检测 即 能 明确 诊断 。 
但 在 对 患者 进行 抗 炳 毒 治疗 时 ,由 于 迎 清 中 病毒 核酸 含量 是 反映 病毒 数量 和 复制 活 牙 程度 最 
可 靠 的 直接 指标 ,因此 ,病毒 含量 的 检测 就 显得 必 不 可 少 , 它 是 动态 观察 药物 疗效 的 确切 指标 ， 
特别 是 对 于 HBeAg 阴性 患者 。 对 于 丙 型 肝炎 病毒 感染 的 诊断 ,现行 的 第 三 代 血清 学 检测 试剂 
虽 有 较 好 的 敏感 性 和 特异 性 ,但 约 有 20% 患 者 可 不 出 现 抗体 ,或 有 的 患者 抗体 存在 时 间 可 以 
很 长 ,因此 ,对 其 进行 病毒 核酸 的 检测 以 明确 是 否 存 在 现行 感染 ,是 非常 必要 的 。HCY 感染 
后 ,由 汗 抗 体 出 现 较 晚 ,要 早期 诊断 也 只 有 进行 核酸 的 答 测 。 因 此 , 核 设 检 测 在 HCV 感染 的 诊 
断 中 要 比 HBV 感染 的 诊断 重要 得 多 。 至 于 HGV 和 TTIV, 因 至 今 未 能 明确 其 对 人 类 的 致 病 性 ， 
基因 诊断 在 临床 上 也 较 少 应 用 ,目前 主要 用 在 基础 和 实验 研究 中 。 

最 初 临床 上 应 用 最 多 的 HBV DNA 检测 方法 为 斑点 杂交 , 它 有 较 好 的 稳定 性 和 特异 性 ,也 
木 需 竖 吊 贵 的 设备 ,但 它 是 一 种 定性 检查 , 且 敏 感性 较 低 (检测 敏感 度 约 在 10 copies/mL 以 
上 ), 在 一 定 范围 内 不 能 反映 出 病毒 含量 的 变化 , 随 着 PCR 检测 技术 的 发 展 日 趋 成 熟 ,临床 应 
用 斑点 杂交 检测 法 越 来 越 少 。PCR 方法 敏感 性 高 ,可 检测 出 极 微 量 的 核酸 , 因 操 作 技术 等 方面 
的 影响 ,其 实际 敏感 性 .一 般 约 所 首 个 copies/mL 左右 。 由 于 影响 PCR 测定 的 因素 颇 多 , 常 易 出 
现 假 阳性 和 假 阴 性 结果 ,因此 ,必须 根据 临床 上 的 其 他 资料 ,进行 综合 分 析 。 由 于 班 点 杂交 和 
PCR 定性 均 不 能 反映 病毒 含量 的 动态 变化 ,难以 对 抗 病 毒药 物 的 疗效 作出 确切 的 判断 。20 HE 
纪 90 年 代 初 ,由 Chiron 公司 推出 了 第 一 代 支 链 DNA(bDNA) 检 测试 剂 ,其 线性 范围 为 10 ~ 10? 
Eq/mL。bDNA 检测 的 敏感 性 在 HBV 为 1 000 copies/mL 以 上 ,而 在 HCV 检测 其 最 低 限度 为 
4.8 x 10! copiesymL。 虽 然 它 能 反映 血液 中 病毒 含量 的 变化 ,但 试剂 价格 十 分 员 贵 。 在 HBV 
DNA 定量 检测 中 ,线性 范围 的 下 限 较 高 ,HCY RNA 的 定量 检测 中 敏感 性 不 够 ,难于 在 临床 上 广 
泛 应 用 。90 年 代 后 期 ,Digene 公司 推出 了 第 二 代 杂 交 捕获 法 检测 HBV DNA 的 试剂 ,通过 化 学 
发 光 捕 效 法 和 信和 号 放大 技术 检测 HBV DNA 含量 ,敏感 范 国 在 5 x 10 ~ 5 x 10° copies/mL, 且 检 
测 时 间 短 , 批 内 和 批 间 变 异 小 ,特异 性 高 ,应 当 说 较 适 用 于 临床 的 HBV DNA 定量 检测 ,但 目前 
尚未 推广 应 用 。 现今 发 展 成 熟 的 实时 定量 PCR 方法 ,具有 省 时 、 费 用 相对 较 低 T E RESU 
液 中 病毒 核酸 的 确切 数量 等 优点 ,目前 也 正在 临床 上 广泛 应 用 。 但 不 同 的 检测 系统 的 敏感 性 ， 
即 检测 的 最 低 病 毒 核 酸 量 仍 有 差异 ,同样 也 存在 因 测定 操作 而 出 现 的 误差 ,有 时 误差 还 是 较 大 
的 ,此 时 往往 要 观察 病毒 核酸 变化 的 趋势 ,以 对 临床 结果 做 出 正确 判断 。 

此 外 ,有 关 基 因 芯 片 .生物 必 片 技术 用 在 病毒 性 肝炎 诊断 ,已 初 露头 角 , 它 是 将 大 量 特定 序 
列 的 核酸 片段 或 蛋白 有 序 地 固定 在 载体 上 ,与 标记 好 的 待 检 核酸 或 蛋白 分 子 进行 反应 ,通过 检 
测 获 光 信 号 的 强 弱 而 判断 样本 中 的 划分 子 数量 ,从 而 实现 对 化 合 物 、 核 酸 、 党 白质 .细胞 及 其 他 
牛 物 组 分 的 准确 .快速 和 大 信息 量 的 第 检 。 它 具有 高 度 平行 性 、 多 样 性 ,微型 化 和 自动 化 的 特 
性 ,以 往常 用 的 任何 方法 都 难以 与 之 相 比 。 目 前 常用 诊断 芯片 主要 是 基因 芯片 和 蛋白 质 芯 片 
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两 类 。 

{ 三 ) 生 物 芯片 技术 在 病毒 性 肝炎 诊断 中 的 应 用 

1. 用 于 病毒 免疫 标志 物 的 平行 检测 。 在 引起 肝炎 的 诸多 病毒 中 ,许多 不 仅 传染 途径 相 
似 ,而 且 还 可 重 亚 感染 。 和 警 如 , 乙 型 .两 型 肝炎 病毒 都 可 通过 体液 .血液 及 迎 液 制品 传播 ,而 且 
可 以 重合 感染 , 重 闪 感染 的 患者 较 单 一 感染 的 患者 发 生 重症 肝炎 和 死亡 的 比率 要 高 
目前 常用 免疫 学 方法 来 检测 肝炎 病毒 的 标志 物 , 该 方法 的 局 限 性 在 于 抗原 抗体 的 检测 是 
建立 在 单 向 反应 的 单一 指标 上 ,其 能 获得 的 信息 量 十 分 有 限 ,如 需 获得 大 量 的 疾病 信息 势必 要 
进行 多 次 试验 。 如 果 利 用 蛋白 质 芯片 则 要 方便 快捷 得 多 。 
蛋白 质 芯片 技术 原理 类 似 于 常规 的 酶 联 免 疫 反应 原理 ,即将 特异 性 抗原 或 抗体 固定 于 载 
体 , 待 测 样本 按 比例 稀释 后 与 其 上 的 抗原 或 抗体 进行 反应 ,再 加 入 荣光 标记 的 抗原 或 抗体 ,用 
计算 机 软件 对 荧光 信号 进行 分 析 , 即 可 获得 准确 的 定性 或 定量 结果 ,一 张 芯片 上 可 分 布 上 于 其 
至 数 万 个 抗原 或 抗体 ,并 能 标记 多 种 荧光 素 ,使 之 能 同时 被 快速 检测 , 是 可 进行 病毒 的 血清 学 
分 型 。 我 国学 者 吴 次 疲 将 乙肝 表面 抗原 和 e 抗 原 分 别 作 不 同 的 稀释 ,点 于 一 张 2 cnx3 cm 的 
PVDF 膜 上 制 成 芯片 ,用 于 同时 愉 测 表面 抗体 和 *e 抗体 ,结果 表明 两 组 抗原 和 抗体 反应 相互 间 
无 影响 ， 人 整个 检测 过 程 仅 需 2.5 h, 如 果 二 抗 用 常用 的 辣 根 过 氧化 物 
酶 来 标记 ,肉眼 就 可 观察 结果 ,方法 简便 特异 灵敏。 进一步 有 可 能 制 成 集成 型 检测 芯片 。 深 
人 人 是 国 内 上 前 改 一 一 获得 中 国药 
品 生物 制品 检定 所 出 具 检定 合格 报告 的 产品 ,也 是 国际 上 第 一 个 获 药 品 权威 机 构 认可 的 生物 
临床 诊断 用 芯片 。 它 具有 操作 简单 .信息 量 大 ,并行 检测 ,高效 省 时 的 特点 。 

2. 用 于 肝炎 病毒 的 分 类 、 分 型 .变异 和 定量 检测 。 为 进 选 抗 病毒 药物 ,评价 临床 疗效 , 除 
后 化 、 免 疫 和 病理 指标 外 ,还 应 明确 病毒 的 核酸 结构 和 体液 病毒 核酸 的 含量 ,用 DNA 测序 、 
PCR 等 法 虽 可 达到 目的 ,但 技术 难度 及 实验 成 本 限制 了 其 应 用 。 基 因 笑 片 则 可 对 所 有 的 肝炎 
病毒 的 分 型 .变异 .突变 和 病毒 核酸 含量 进行 高 通 量 ,平行 检测 。 

利用 基因 芯片 技术 可 以 同时 检测 多 种 肝炎 病毒 ,例如 上 海 博 华 公司 研制 开发 的 乙 型 ,两 型 
APSR DUM ARIAS HIE HBV 和 HCV 高 度 保守 的 各 长 约 200 bp 的 基因 片段 作为 划 基 因 , 点 于 
特制 的 玻璃 片 基 上 ,同时 点 上 用 于 系统 监测 的 与 HBY 和 ACV 靶 基 因 没 有 同 源 性 的 植物 基因 
片段 作为 阴性 内 参照 基因 ,在 血清 拙 提 和 荧光 标记 时 分 别 加 入 检测 系统 的 两 段 植物 基因 片段 
分 别 作为 HCV 和 HBV 的 阳性 内 参照 基因 。 从 病人 血清 抽 提 的 核酸 经 过 RT - PCR, 将 PCR 产 
物 标记 上 Cy5 即 可 与 芯片 进行 杂交 ,杂交 信号 由 扫描 仪 扫描 ,再 经 计算 机 分 析 即 可 得 出 诊断 信 
息 。 其 最 大 的 特点 是 能 对 乙肝 和 丙肝 同时 诊断 ,提高 了 检测 效率 ,降低 了 检测 成 本 ,这 对 
HBV HCV 混合 感染 及 丙 型 肝炎 急性 期 的 早期 确诊 有 重要 的 意义 。 最 近 , 河 南 省 研制 了 一 种 能 
同时 检测 乙 型 .两 型 、 庚 型 三 类 肝炎 的 基因 诊断 芯片 ,更 值得 可 喜 的 是 它们 还 开发 了 一 种 能 临 
床 应 用 .能 定性 定量 分 析 的 基因 芯片 分 析 系统 。 此 外 ,武汉 大 学 也 正在 研制 一 种 便携 式 病毒 性 
肝炎 集成 诊断 芯片 , 它 是 在 发 璃 基 片 上 分 布 有 分 成 七 个 不 同 区 域 的 点 阵 ,在 每 个 点 阵 ,依次 分 
SIRE HZ. ,丙丁 成 .已 、 庚 七 种 类 型 的 病毒 性 肝炎 的 具有 诊断 意义 的 特征 基因 ,通过 表 
面 分 子 杂交 技术 和 电化 学 信号 转换 技术 ,从 而 可 准确 地 同时 检测 七 种 病毒 性 肝炎 。 该 芯片 一 
次 集成 操作 可 则 时 完成 七 种 病毒 性 肝炎 的 定性 定量 检 测 , 方 便 快 速 地 确定 有 几 种 病毒 感染 以 
及 各 自 的 感染 程度 如 何等 ,适用 于 医学 诊断 。 

芯片 技术 还 可 以 进行 病毒 基因 分 型 的 检测 ,如 乙肝 病毒 就 有 多 种 基因 类 型 ,不 同 的 基因 类 
瑰 之 间 存 在 臻 病 性 上 的 差异 ,同时 ,病毒 的 基因 变异 还 可 引 直 抗 药性 的 不 同 。 因 此 ,临床 医生 
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不 仅 要 知道 病人 是 否 串 有 乙肝 ,而且 还 要 确定 其 局 于 乙肝 的 哪 种 基因 类 型 和 突变 类 型 。 最 近 ， 
由 南开 大 学 和 南开 基因 工程 有 限 公司 利 用 基因 研究 成 果 及 DNA 芯片 技术 开发 研制 一 种 乙肝 
病毒 基因 诊断 芯片 ,记录 着 21 个 质量 控制 信息 和 429 个 肝炎 病毒 基因 类 型 ,只 需 抽取 一 滴 血 ， 
就 可 利用 400 多 个 探 针 对 乙肝 病毒 基因 的 不 同 区 域 . 多 个 位 点 同时 进行 检测 ,检测 的 信息 量 
TK PER FE FT LSS 100% ,检测 不 但 细微 到 病毒 的 基因 亚 型 而 且 还 可 随时 跟踪 基因 突变 产生 的 
结果 ,为 医生 用 药 提供 信息 ,目前 这 项 技术 在 世界 上 处 于 领先 水 平 。 

Livache 等 人 将 经 吡咯 修饰 的 5’ - pyrrole - TTTTTCCAAGAAAGGACCCG - 3’; 5’ ~ pyrrole 一 
TEITTCFCCAGGCATTGAGC - 3’; 5’ - pynole - TITTTCAACCCAACGCTACT - 3 三 个 片段 经 电化 
学 方法 固定 于 氧化 硅 片 基 上 的 48 个 微 金 电极 上 , 制 成 用 于 两 型 肝炎 病毒 基因 分 型 的 诊断 芯 
片 , 抽 提 待 检 样 品 RNA ,经 过 生物 素 修饰 的 特异 引物 的 PCR 反应 即 可 与 芯片 杂交 ,整个 杂交 反 
应 只 需 15 min(45 名 )。 该 芯片 具有 较 高 的 检测 灵敏 度 与 特异 性 ,无 交叉 污染 。 

3. 用 于 病毒 的 耐 药 性 突变 检测 ( 见 本 章 第 六 节 )。 

4. 结 合 核酸 类 抗体 配 基 竹 选 技术 (SELEX) ,实现 基因 芯片 技术 对 肝炎 免疫 应 答 中 特异 性 
标志 物 及 相关 蛋白质 的 分 析 。 随 着 DNA 结合 蛋白 研究 的 深入 , 受 组 合 化 学 、 抗 体 库 和 随机 只 
戎 体 肽 库 技 术 的 启发 ,人 们 构建 了 随机 核酸 库 并 从 中 筛选 出 与 靶 蛋 白 特异 结合 的 核酸 配 基 ,此 
技术 称 为 SELEX。 与 蛋白 类 抗体 相 比 ,此 配 基 具有 许多 优越 性 :作用 的 靶 分 子 范围 更 广 , 配 基 
与 靶 分 子 的 结合 能 力 与 特异 性 更 强 ,动力 学 参数 可 依 体外 诊断 条 件 的 要 求 而 改变 ,不 受 抗 床 毒 
性 和 免疫 原 性 的 限制 ,特异 性 和 亲和力 不 受 组 织 或 样本 中 非 靶 抗原 的 于 扰 , 体 外 人 工 合成 实现 
标准 化 生产 ,合成 时 可 随意 连接 其 他 功能 基因 和 分 子 等 。 且 前 已 内 核酸 库 中 筛选 出 各 种 与 蛋 
白 ,核酸 小 分 子 肽 氨基酸 .有机物 金属 离子 等 特异 性 结合 配 基 ,并 应 用 于 临床 治疗 和 诊断 。 
凡 涉 及 抗体 的 诊断 领域 ,几乎 均 可 用 核酸 配 基 营 代 。 选 择 针对 肝炎 免疫 应 答 过 程 中 特异 性 标 
志 物 及 相关 反应 蛋白 第 选 核酸 配 基 , 人 工 合成 后 结合 于 固 相 载体 ,制作 基因 芯片 , 即 可 实现 芯 
片 技术 的 病毒 免疫 标记 物 及 免疫 应 答 过 程 中 的 细胞 因子 、 细 胞 周期 .细胞 调 亡 等 免疫 学 检测 。 
基 兴 芯片 技术 曼 有 诸多 优点 ,但 旨 成 为 实验 室 或 临床 可 以 普遍 采用 的 技术 目前 尚 有 一 些 关 键 
问题 各 待 解决 ,如 如 何 提高 芯片 的 特异 性 ,简化 样本 制备 和 标记 操作 程序 ,增加 信号 检测 的 灵 
敏 度 和 高 度 集成 化 样本 的 制备 ,基因 扩 增 ,核酸 标记 及 检测 仪器 的 研制 和 开发 等 ,已 成 为 当今 
国内 外 研究 的 热点 。 

{四} 基因 芯片 在 肝 纤维 化 和 有 硬化 研究 中 的 作用 

基因 芯片 技术 在 肝 纤维 化 及 肝 硬化 的 诊治 方面 同样 已 初步 发 挥 了 作用 。Shackle 等 先后 
应 用 基因 芯片 研究 原 发 性 胆汁 性 肝 硬化 (primary biliary cirthosis, PBC) 和 两 型 肝炎 后 肝 硬 化 ,发 
现 许多 差异 表达 基因 ,这 些 基 因 涉 及 炎症 ,纤维 化 .细胞 增殖 .信号 传导 和 凋 亡 等 内 多 方面 。 结 
果 显 示 ,PBC 组 织 中 Thi 和 Tho 理 免 疫 反应 分 子 皆 表 达 上 油 , 纤 维 化 相关 基因 以 接触 生长 因子 
和 TGFB 为 特征 。 另 外 ,Want 和 notch 硬化 组 织 中 ,表达 上 调 的 免疫 肥 应 分 子 以 Th 型 为 主 ， 
EMMPRIN( CD147) .CD167 以 及 Wot 通道 基因 分 泌 理 钢 亡 相关 基因 3 为 新 发 现 的 肝 硬化 基因 。 
此 外 ,运用 cDNA 微 矩 阵 检 测 了 正常 人 肝 、 纤 维 化 于 和 活化 的 HSC 基因 转录 的 变化 ,分 析 发 现 ， 
上 调 坊 显著 的 是 已 知 在 纤维 化 中 起 重要 作用 的 工 型 胶原 .a 一 SMA 和 键 生 蛋 白 。 

以 上 研究 有 力 地 推动 了 肝 硬化 、 肝 纤维 化 诊疗 技术 的 发 展 。 相 信和 在 不 久 的 将 来 ,将 有 更 多 
的 基因 信息 借助 基因 芯片 被 大 量 获 到 。 

以 Affymetrix 公司 为 代表 的 基因 芯片 技术 发 展 迅 速 , 将 生物 学 计算 机 科学 ,数学 化 学 、 物 
理 等 各 门 学 科 融 合 在 一 起 ,开创 了 广 阅 的 应 用 领域 。 作 为 一 种 强 有 力 的 探索 未 知 表达 基因 的 
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新 方法 ,该 技术 被 应 用 于 肝病 研究 ,而且 在 短 短 的 几 年 时 间 内 已 取得 了 较 大 的 进展 ,但 是 许多 
方面 仍 有 待 完善 ,深入 。 例 如 ,许多 芯片 实验 以 细胞 株 或 动物 为 研究 对 象 ,其 获取 的 生命 信息 
应 用 于 检测 临床 标本 的 特异 性 敏感 性 及 应 用 价值 的 评价 需要 一 个 过 程 。 耐 以 人 体 标本 为 研 
究 对 象 ,其 结果 对 于 解释 人 类 疾病 更 直接 、 更 具有 实际 意义 ,但 组 织 标本 是 多 细胞 的 混合 体 ,这 
会 对 判定 特定 细胞 中 的 基因 表达 情况 有 所 干扰 。 幸 运 的 是 ,细胞 精确 分 离 技 术 的 发 展 日 新 月 
蜡 , 如 激光 捕捉 微 切 割 技术 的 出 现 ,为 有 效 解决 这 一 问题 提供 了 强 有 力 的 支持 。 
目前 ,通过 基因 芯片 发 现 的 肿瘤 异常 宸 达 相关 基因 ,与 既往 发 现 的 瘤 基因 和 抑 癌 基 因 类 
似 , 仍 缺 乏 特 异性 ,寻找 组 织 特异 性 肿瘤 标志 物 的 工作 尚 待 继续 ; 隐 践 在 已 发 现 和 已 知 的 这 些 
肿瘤 相 关 基 因 背 后 ,还 可 能 存在 着 一 个 或 多 个 决定 集体 发 生 肿 竟 与 否 的 关键 因素 ,这些 尚 未 知 
晓 的 因素 急需 深入 研究 。 另 外 ,我 们 不 能 停留 在 单纯 寻找 疾病 未 知 新 基因 的 水 平 ,还 应 该 进 一 
步 对 差异 表达 cDNA 的 功能 进行 研究 ,对 其 生物 学 作用 进行 验证 ,最 终 内 助 肿瘤 的 临床 诊断 和 和 
治疗 。 
随 着 人 类 基因 组 草图 的 初步 完成 ,生命 科学 研究 已 经 路人 "蛋白 质 组 学 "的 新 时 代 , 蛋 白质 
的 研究 将 成 为 生命 科学 领域 继 人 类 基因 组 计划 之 后 的 最 重要 、 最 前 沿 的 战略 课题 。 当 此 之 时 ， 
蛋白 质 芯片 研究 发 展 更 为 近 切 。 由 于 基因 水 平 不 能 直接 反映 疾病 状态 ,最 终 起 作用 的 仍然 是 
蛋白 质 水 平 的 异常 表达 。 所 以 ,结合 蛋白 质 芯片 技术 研究 肝病 更 有 实际 价值 ,尤其 是 在 寻找 种 
瘤 生物 学 标志 物 方面 具有 特别 的 功能 。 目 前 ,这 一 研究 领域 的 发 展 是 十 分 迅速 的 。 
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一 、 生 物 芯 片 在 微生物 基因 变异 检测 中 的 应 用 


生物 芯片 及 其 技术 是 融 微 电 子 学 、 生 物 学 ,物理 学 、 化 学 \ 计 算 机 科学 为 一 体 的 高 度 交 叉 的 
新 科技 ,一旦 被 广泛 应 用 于 临床 , 它 将 在 一 些 感染 性 疾病 ,重症 传染 病 .恶性 肿瘤 .自身 免疫 狂 
疾病 ,神经 性 疾病 等 方面 ,发 生 巨大 的 革命 性 的 变革 ,基因 技术 在 疾病 的 诊断 \ 检 测 及 治疗 用 药 
等 方面 有 广阔 的 应 用 、 研 究 价值 。 

生物 芯片 在 微生物 感染 性 疾病 和 重症 传染 病 等 疾病 的 临床 诊断 方面 具有 独特 的 优势 。 与 
传统 检测 方法 相 比 , 它 可 以 在 一 张 芯片 上 同时 对 多 个 病人 进行 多 种 病原 的 检测 ,无 短 机 体 免疫 
应 答 反应 期 ,能 及 早 诊断 , 待 测 样品 用 量 小 ,能 特异 性 地 检测 病原 微生物 的 亚 型 及 变异 。 

(一 } 微 生物 变异 机 制 

1. 细 菌 变 异 的 机 制 。 细 菌 基因 组 序列 出 现 变异 是 它 的 遗传 基本 特征 之 一 , 它 是 细菌 进化 
和 适应 环境 的 必然 结果 。 这 些 变异 有 可 能 导致 细菌 某 些 生物 学 特性 的 改变 ,从 而 改变 其 致 病 
性 和 对 药物 的 敏感 性 。 

ORE. 细菌 以 无 性 二 分 烈 方式 进行 繁殖 ,理论 上 讲 DNA 复制 过 程 十 分 精确 , 子 代 与 亲 
代 的 基因 组 应 是 完全 相同 的 。 但 在 少数 情况 下 , 子 代 细 胞 会 出 现 可 以 通过 复制 而 遗传 的 DNA 
结构 的 改变 , 称 为 突变 (mutation) 。 突 变 可 分 为 点 突变 和 多 点 突变 ,前 者 只 有 一 个 磊 基 对 的 变 
化 ,后 者 有 两 个 以 上 碱 基 对 的 变化 。 点 突变 可 以 是 碱 基 置 换 RS A RK MRKA 
突变 往往 是 碱 基 置换 ,包括 转换 (transition) 和 其 换 (transversion) 。 碱 基 的 插入 或 缺失 影响 三 联 
体 密码 的 阅读 框架 ,引起 移 码 突变 。 多 点 突变 时 往往 涉及 广泛 的 染色 体重 排 , 倒 位 ,重复 或 缺 
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Ro 


野生 型 141 2 1 一 -~ Be 


me ---- AL. BLFL,E,D CG. --- 
重复 ----»AL B,C B,C ,D, EF G,. 
wee ----+Ar. Bi BIE 

me ----r ALBLX DIB FIG, ---- 
fA -4 B, X, C, D,E, R, G, -- 


17-22 突变 类 型 示 意图 


细菌 群体 中 能 够 存活 下 来 的 一 些 突变 株 ,可 以 被 特定 的 环境 条 件 所 选择 。 进 入 病人 体内 
的 少量 细菌 经 过 生长 繁殖 也 会 自发 地 产生 各 种 突变 株 ,这 些 突变 可 以 赋予 细菌 耐 药 性 ,增强 细 
菌 毒 力 或 抗原 性 的 改变 ,从 而 提高 了 细菌 在 病人 体内 的 生存 能 力 ,致使 突变 菌株 迅速 过 渡 生 长 
而 被 选择 出 来 成 为 优势 型 。 

(2) 基 因 转 移 与 重组 。 细 菌 基因 转移 和 重组 的 方式 有 转化 ,接合 . 转 导 、 溶 原 性 转换 和 不 生 
RERS. 

DRHAL: EREEREER DNA, 从 而 获得 新 的 遗传 性 状 ( 如 耐 药 性 ) 的 过 程 称 为 转 
化 (transformation) o 

2) 接 合 : 细 艺 通过 性 菌 毛 相互 连接 沟通 ,将 质粒 或 染色 体 的 DNA 从 供 体 菌 转移 给 受 体 菌 
的 过 程 称 为 接合 (conjugation) 。 

耐 药性 质粒 的 接合 传递 极为 常见 ,以 R100 研究 得 较为 详细 。R100 质粒 由 两 部 分 组 成 ,一 
是 耐 药性 传递 因子 (resistance transfer factor, RTF) ,能 编码 性 菌 毛 ,使 其 以 接合 方式 传递 ; 另 一 是 
耐 药 决定 子 (resistance determinant) ,赋予 宿主 菌 耐 药性 。 一 个 而 药 决定 子 可 携带 多 个 耐 药 基 
因 , 因 此 ,携带 耐 药性 质粒 的 细菌 可 同时 对 多 种 抗菌 药物 耐 药 , 即 多 重 耐 药 人 性。 接合 性 耐 药性 
质粒 (R 质粒 ) 通 过 接合 方式 可 以 在 同一 种 属 细菌 间或 不 同 菌 属 闻 进 行 传递 ,这 在 革 兰 阴性 菌 
中 更 为 突出 ,是 细 荔 旗 药 性 迅速 播 散 , 耐 药 株 不 断 增加 。 


-Q 
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图 由-23 RR 质粒 结构 图 
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细菌 耐 药 性 的 遗传 物质 基础 :细菌 耐 药 性 (dmg resistance 
剂量 达到 的 血 药 浓 度 所 抑制 ， 


耐 药 性 和 获得 耐 药性 。 


) 是 指 细菌 不 能 被 抗 苗 药 物 常用 


而 临床 治疗 无 效 。 耐 药性 的 程度 一 般 以 某 种 药物 对 细菌 的 最 
低 抑 菌 法 度 (minimum inhibitory concentration，MIC) 表 示 。 从 遗传 学 角度 ,细菌 耐 药 性 分 为 图 有 


国有 耐 药 性 (intrinsie resistance) : 指 细菌 对 某 种 药物 的 天 然 不 敏感 ,也 称 为 天 然 耐 药性 。 这 


种 耐 药 性 始终 如 一 ,是 细 昔 的 种 属 特异 性 决定 的 。 例 如 ,两 性 霉 素 B 能 够 与 真菌 细胞 膜 的 固 
醇 类 结合 ,改变 其 通 透 性 ,而 起 到 抗 真菌 的 作用 。 细 菌 细胞 膜 缺 乏 固 醇 类 , 故 对 两 性 霉 素 B 属 


十 固有 附 药性 。 同 样 , 革 兰 阴性 菌 具有 外 膜 屏障 ,决定 了 这 类 
有 了 耐 药 性 是 可 以 推测 可 知 的 。 


细菌 对 多 种 药物 不 敏感 。 因 而 固 


获得 耐 药 性 (acquired resistance) :是 由 于 细菌 DNA 的 改变 而 出 现 了 耐 药性 的 表现 ,包括 染 


色 体 突变 和 质粒 介 导 的 耐 药性 。 
染色 体 突变 ;所 有 细菌 的 群体 经 常 发 生 自 发 的 随机 突变 ， 


只 是 频率 很 低 , 其 中 有 些 突变 赋 


也 细菌 耐 药 性 。 突 变 的 频率 与 抗菌 药物 的 使 用 无 关 ,但 药物 形成 的 选择 性 压力 有 利于 耐 药 突 


变 株 的 存活 ,最 终 成 为 优势 群体 。 例 如 , 链 霉 素 的 作用 船 位 是 


细菌 核糖 体 30s 亚 基 上 的 P12 蛋 


白 , 当 细 欧 染色 体 上 的 ser 基因 突变 后 ,P12 蛋白 的 构 型 发 生 改变 ,使 药物 不 能 与 其 结合 故 产生 


细菌 对 链 钨 素 的 耐 药 性 。 
质粒 介 导 的 耐 药 性 :1959 年 日 本 学 者 Akiba 和 Ochiai 分 别 


做 实验 ,将 具有 多 重 而 药性 的 大 


肠 埃 希 菌 与 敏感 的 志 贺 菌 混 合 堵 养 ,发现 多 重 耐 药性 可 由 大 肠 埃 希 菌 传递 给 志 贺 菌 ,首次 证 明 
了 R 质粒 的 接合 传递 。 此 后 ,在 世界 各 地 报道 了 耐 药 性 质粒 的 普遍 存在 和 广泛 传播 。 耐 药性 


质粒 广泛 存在 于 G+ 和 G- 细 菌 中 ,几乎 所 有 致 病菌 均 有 耐 药 
通过 接合 . 转 导 和 转化 的 方式 进行 传递 ,环境 中 抗菌 药物 形成 


性 质粒 。 它 们 在 茵 细胞 之 间 可 以 
的 选择 压力 有 利于 耐 药 性 质粒 的 


播 散 和 耐 药 菌株 的 存活 。R 质粒 在 肠 道 菌 中 更 为 常见 ,推测 其 演变 过 程 可 能 是 耐 药性 传递 因 
子 (RIF) 与 耐 药 性 基因 或 非 接 合 性 耐 药 性 质粒 结合 形成 多 重 耐 药 的 接合 性 质粒 , 转 座 子 的 参 
与 加 速 了 R 质粒 的 演变 过 程 。 多 重 耐 药 菌株 所 致 的 感染 给 临床 治疗 带 来 极 大 的 困难 。 

3) 转 导 : 转 导 (uansduction) 是 以 噬菌体 为 媒介 ,将 供 体 菌 DNA 片断 转移 到 受 体 菌 内 ,使 受 
体 菌 获得 新 的 遗传 性 状 。 根 据 转 导 DNA 片断 的 范围 ,可 分 为 普遍 性 转 导 和 局 限 狂 转 导 。 

4) 深 原 性 转换 : 溶 原 性 细 茵 因 染 色 体 上 整合 有 前 噬菌体 而 获得 新 的 遗传 性 状 称 为 深 原 性 


转换 (ysogenic conversion) o 


5) 原 生 质 体 融合 (protoplast fusion) :是 分 别 将 两 种 细菌 经 处 理 失去 细胞 壁 悬 于 高 渗 培 养 基 
中 保持 原生 质 体 状态 ,然后 将 两 种 细菌 的 原生 质 体 混合 , 滴 加 聚 乙 二 降 促 使 原生 质 体 融合 。 融 
合 后 的 双 售 体 细胞 可 以 短期 牛 存 ,在 此 期 间 染 色 体 之 间 可 以 发 生 基 因 的 交换 和 重组 ,获得 多 种 


不 同 表 型 的 重组 融合 体 。 
2. 病 毒 变 异 的 机 制 。 


(1) 突 变 :病毒 基因 组 核 攻 酸 序列 发 生 改变 ,而 不 是 由 于 他 种 病毒 或 生物 体 竹 传 物质 的 介 


入 所 引起 的 变异 称 突变 。 病 毒 增 殖 过 程 中 常 发 生 自发 突变 。 因 为 DNA 病毒 与 


真 核 和 原核 细 


胞 中 DNA 复制 遵循 同样 的 校 读 错误 及 更 正 的 机 制 , 故 自发 点 突变 率 大 致 相同 
10-0。 册 于 RNA 病毒 复制 中 无 校 读 机 制 , 故 RNA 病毒 自发 点 突变 率 远 高 得 多 。 


, 约 为 10-8 ~ 


突变 按 核酸 的 改变 分 类 ,最 普遍 的 是 点 突变 、 缺 失 人 性 突变 、 择 和 突变。 突变 也 常 按 才 型 变 
化 分 类 ,如 温度 敏感 突变 、 冷 适应 突变 \ 耐 药 突变 等 。 突 变 的 表 型 表达 不 仅 取决 于 突变 的 种 类 


和 位 置 ,还 取决 于 其 基因 的 活性 , 即 突变 表 型 表达 不 仅 可 由 于 同一 位 置 上 碱 基 回复 突变 而 被 抑 
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制 .而 且 还 可 被 同一 或 不 同 基因 上 其 位 置 出 现 的 抑制 性 突变 所 抑制 


(2) 重 组 : 当 两 个 有 亲缘 
并 产生 兼 有 两 个 亲本 特性 的 
分 子 内 重组 AM HW. 


DAF ATEH (intromolecular) : 常 发 生 于 不 分 节 段 基因 组 病毒 


种 病毒 核酸 分 子 发 生 断 裂 并 
数 情 况 下 ,分 子 内 重组 亦 可 
SV40 恒 河 钦 细 胞 在 感染 腺 
HEA 


4 


关系 而 性 状 不 同 的 病毒 同时 感染 同一 细胞 时 ,可 以 出 现 基 因 互 换 
子 代 , 称 为 重组 。 在 新 合成 的 核酸 中 会 出 现 几 种 基因 重组 类 型 BY 


间 


;不同 但 有 亲缘 关系 的 两 


交叉 连接 ,核酸 分 子 内 部 序列 重新 排列 ,如 疹 峰 灰质 炎 病 毒 。 在 少 


[出 现在 两 个 无 亲缘 关系 的 病毒 间 , 如 SV40 与 腺 病毒 。 当 持续 感染 
病毒 时 ,由 于 SV40 DNA 和 腺 病毒 DNA 同 
HBP SV40 作为 流产 性 感染 的 腺 病毒 的 辅助 病毒 ,还 
被 包 歼 于 腺 病毒 核 衣 过 中 。 谋 多 DNA 


时 整合 人 细胞 DNA 中 ,不 
出现 两 病毒 基因 分 子 内 重 
溃 瘤 病毒 在 与 宿主 细胞 DNA 


可 


重组 过 程 中 ,病毒 擒 
病毒 原 病毒 DNA 于 宿主 细 


2) 重 配 (reassortment) : 


4 
才 组 合 纳 人 衣 壳 中 。 因 此 
而 构成 重组 子 代 病 毒 ,这 种 


3) 复 活 (reactivation) : 同 种 大 量 灭 活 病毒 疗 能 经 基因 吾 
活 作用 (multiple reactivation) > 
制备 灭 活 病毒 疫苗 。 交 叉 复 活 是 指 一 个 感染 性 病毒 和 灭 活 的 亲缘 病毒 之 问 的 
是 不 同 的 病毒 原型 与 这 一 病毒 的 DNA 片断 闻 的 和 
物 间 的 相互 作用 。 
(complementation) : 当 两 株 病毒 感染 同一 细胞 时 ,由 其 中 一 个 病毒 株 提 供 另 一 


RIA 
基因 重组 ,而 不 
(3) 基 
DEX 


j) 


FER 


FRAASE 
胞 DNA 整合 是 其 复制 循环 的 必要 过 程 。 
常 
生 的 子 代 核 酸 各 个 分 子 间 的 交换 。 因 这 些 病毒 的 每 个 节 
, 当 两 株 病 毒 在 同一 细胞 内 复制 


会 将 被 感染 细胞 转化 为 致 瘤 状 态 。 通 过 分 子 内 重组 ,逆转 录 


发 生 在 具有 分 节 段 基因 病毒 闻 的 基因 重组 ,是 由 不 同 亲 代 病 毒 产 
段 相当 于 一 个 基因 ,能 独立 复制 ,最 后 
时 ,他 们 的 核酸 节 段 就 可 能 随机 分 配 
组 的 发 生 频率 远 高 于 不 分 阶段 病毒 。 

组 而 出 现 感染 性 病毒 子 代称 多 重复 
例如 以 紫外 线 灭 活 的 病毒 , 则 可 能 发 生 多 重复 活 作 用 ,因此 , 紫 


和 组。 


个 病毒 增殖 所 必需 而 不 能 生成 的 基因 产物 ,因而 使 后 者 能 增殖 。 
代 病 毒 具有 亲本 的 基因 型 ,虽然 叮 能 有 一 些 非 亲 本 的 结构 蛋白 ,如 另 一 个 病毒 特异 


2) 表 型 混合 (phenotypic 


而 , 称 为 表 型 混合 ,因为 不 是 遗传 物质 变异 ,所 以 是 不 稳定 的 。 例 


病毒 的 遗传 型 不 会 改变 。 子 
的 外 过。 

包 在 另 一 种 病毒 体 的 核酸 外 
STL a Ea i HE, 


mixing) : — Ap PRE PRAY E AB 


ERERKERB EEA DANES ERO. HERPE 
型 混合 导致 产生 相 嵌 包 膜 ,例如 甲 型 乙 型 流感 病毒 感染 细胞 所 产生 的 子 代 , 可 来 自 


发 生 的 表 
两 亲 代 的 


WR. A 
宿主 范 
3) 多 倍 体 (polyploid) : 除 


助 胞 膜 芽 生成 熟 的 病毒 中 如 副 烙 病毒 ,如 果 不 同 株 病毒 同时 感染 辣 细 胞 ,许多 基因 和 
毒 是 异 源 性 多 倍 体 ,他 们 也 带 有 表 型 混合 的 胸膜 抗原 。 


微生物 基因 变异 检 


{ 二 


病毒 衣 壳 与 胞 膜 都 可 发 生 表 型 混合 , 若 在 自然 界 也 发 生 这 种 现象 ,这 可 能 改变 病毒 的 
,并 使 某 些 病毒 感染 的 血清 学 诊断 发 生 困 难 。 


逆转 录 病 毒 为 二 倍 体外 ,所 有 状 椎 动物 病毒 均 为 单 倍 体 。 但 在 借 
的 子 代 病 


测 


1 .微生物 基因 突变 检 闹 


“调节 ”和 "修饰 "来 维持 自身 种 系 的 延续 ,微生物 也 不 例外 。 
病原 微生物 对 临床 正确 诊断 和 治疗 疾病 是 刻不容缓 的 


技术 。 生 物种 系 为 适应 日 益 多 变 的 生存 环境 ,必须 要 进行 自我 的 
此 发 现 并 鉴定 这 些 "修饰 "了 的 


Af. 


微生物 的 鉴定 经 历 了 直接 镜 检 与 培养 .生化 反应 、 免 疫 学 与 血清 学 诊断 和 基因 检测 (PCR) 


的 发 展 历 程 。 基 因 检 测 是 201 


技术 而 发 展 起 来 的 一 项 以 分 析 


EY 


世纪 70 年 代 末期 伴随 着 基因 


核酸 中 的 碱 枯 序列 特征 为 基础 的 新 的 鉴定 策略 , 即 通过 对 某 一 微生物 的 某 个 特定 的 基因 和 
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《或 ) 其 转录 物 进行 分 析 和 检测 ,以 辅助 临床 医生 对 某 种 疾病 进行 诊断 。 与 传统 的 鉴定 方法 相 
比 ,基因 鉴定 的 优势 在 于 更 直接 、 更 准确 、 更 灵敏 地 反映 出 微生物 的 致 病 性 ,因此 能 以 更 高 的 灵 
敏 庶 对 疾病 进行 早期 诊断 ,有 利于 疾病 的 及 时 防治 。 随 着 人 类 基因 组 计划 的 发 展 , 越 来 越 多 的 
病 诛 微生物 基因 组 全 序列 被 阐明 ,特别 是 其 与 生物 芯片 的 结合 ,将 大 大 加 快 病原 体 基因 分 型 、 
鉴定 和 耐 药 性 检测 的 准确 性 和 效率 ,并 使 病原 体 的 基因 分 类 ,鉴定 和 临床 诊断 等 工作 更 全 面 、 
更 可 靠 ,避免 了 传统 方法 选择 基因 片段 上 的 片面 性 ,对 监控 再 现 和 新 现 注 原 体 提供 了 重要 的 技 
术 于 段 。 基 内 突变 检测 的 核心 技术 是 DNA 分 子 杂 交 和 聚合 酶 链 式 反 应 ,近年 来 在 这 两 种 核心 
技术 的 基础 上 又 衍生 出 许多 新 的 检测 手段 ,尤其 是 DNA 芯片 的 出 现 使 突变 检测 变 得 规模 化 和 
程序 化 。 以 下 对 近年 来 常用 的 几 种 突变 检测 技术 加 以 描述 。 

(0 检测 技术 分 类 : 

1) 根 据 日 的 基因 是 否 被 放大 分 类 :可 分 为 杂交 法 和 扩 增 法 。 前 者 被 检测 的 目的 基因 不 被 
放大 ,如 分 支 链 DNA 技术 ,但 用 杂交 法 可 以 进一步 检测 经 过 放大 了 的 基因 片段 ,如 PCR 产物 杂 
交 分 析 ; 后 者 包括 PCR 及 连接 酶 链 反 应 ,QB 复制 酶 系统 等 。 

2) 根 据 被 测 基因 的 核酸 类 型 分 类 : O 在 杂交 法 中 , Southem 印迹 用 于 检测 DNA; Northem 
印迹 用 于 检测 RNA; 斑 点 印迹 或 称 斑点 杂交 , 既 可 检测 DNA 也 可 检测 RNA, © PCR 法 主要 用 
来 直接 扩 增 DNA, 但 是 通过 逆转 录 技 术 ,可 以 将 RNA 先 转变 为 cDNA 再 行 扩 增 , 称 逆转 录 PCR, 
如 检测 HCV HCV HIV 等 。@ 原 位 杂交 ,或 原 位 PCR, 也 可 分 DNA 或 RNA 原 位 杂交 和 原 位 
PCR 或 原 位 道 转录 PCR. 

3 根据 是 否 提高 了 敏感 度 分 类 :分 支 链 DNA 技术 (b - DNA) ,就 是 根据 团 相 杂交 的 原理 ， 
采 几 了 一 种 放大 标记 控 针 ,目的 探 针 不 被 放大 ,但 检测 信号 被 放大 ,从 而 提高 了 敏感 度 ; 套 式 或 
蘑 式 PCR, 古 用 两 套 引物 (内 、 外 引物 ) 作 两 轮 PCR, 第 二 轮 PCR 是 以 第 一 轮 PCR 的 产物 作为 模 
板 , 敏 感度 进一步 提高 ,常用 于 极 微量 病毒 基因 检测 ,如 检测 TT 病毒 ,以 及 检测 大 多 数 RNA 病 


A Cee AEE PCR)。 
4) 根 据 诊断 目的 或 要 求 分 类 :分 为 定性 诊断 .定量 诊断 和 半 定 量 诊断 ,以 及 序列 分 析 等 。 
《2) 方 法 和 原理 : 
DERA: 


原理 ;杂交 技术 的 基本 原理 是 相同 的 。 病 原 体 基因 的 一 级 结构 中 都 含有 四 种 碱 基 : DNA 
Ay LBS (A) JUREE (C) SRM (G) PIRRE CT), RNA 为 腺 嘎 哈 (A)、 胞 轿 啶 (C)、 乌 嗓 叭 
(CHIRIEI (U). FEIGE DNA 或 RNA 中 这 四 种 碱 基 以 圈定 关系 配对 , 即 A-T( 或 A- U0),C 
- GC, 这 种 碱 基 配 对 关系 就 构成 了 DNA 或 RNA 两 条 链 的 互补 关系 ,也 就 是 说 ,两 条 链 之 间 是 严 
KLE A XI TOR A Xt U) CX G 的 关系 结合 在 一 起 的 。 在 一 定 的 温度 下 ,这 两 条 链 可 以 打 
开 , 变 成 分 离 的 两 条 链 , 但 又 可 以 在 一 定 温度 下 结合 起 来 ,这 种 “再 结合 "仍然 遵循 互补 原理 ,但 
是 冉 结合 时 的 两 条 互补 链 是 随机 碰撞 而 形成 双 链 的 ,也 就 是 说 再 结合 后 的 两 条 链 已 经 不 再 是 
“ 原 屿 "的 了 , “杂交 ”一 词 就 由 此 而 来 。 如 果 我 们 存 一 条 链 上 “打上 标记 ”, 并 用 它 去 与 男 一 条 链 
杂交 ,如 果 另 一 条 链 的 确 存在 ,就 必然 会 发 生 杂交 反应 ,杂交 体 (新 的 双 链 ) 上 也 就 会 被 同样 带 
上 了 标记 , 青 用 特定 的 技术 可 以 探测 到 标记 信号 。 通 过 这 个 原理 ,我 们 就 可 以 用 已 知 的 突变 的 
耐 药 基因 单 链 作为 探 外 与 样本 中 病原 体 的 未 知 突变 基因 杂交 ,以 了 解 病 原 体 的 耐 药性 突变 , 指 
导 临 床 用 药 。 

方法 :杂交 法 中 最 关键 的 技术 是 制备 标记 探 针 。 标 记 探 针 的 制备 过 程 包括 探 针 的 制备 和 
探 针 的 标记 两 部 分 ,可 分 别 亦 可 同步 进行 。 常 用 的 方法 有 切口 平移 法 、 随 机 引物 法 ,末端 标记 
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法 . 单 链 探 针 制备 和 标记 等 。 目 前 还 有 应 用 比较 广泛 的 赛 核 昔 酸 标记 探 针 , 即 在 赛 核 音 酸化 学 
合成 过 程 中 将 标记 物 ( 放 射 性 的 或 非 放 射 性 的 ) 挫 人 或 修饰 在 探 针 上 。@D 斑点 杂交 :将 待 测 标 
本 用 点 状 加 样 法 ,直接 滴 加 膜 上 ,然后 用 碱 溶液 使 核酸 变性 并 结合 在 腊 上 ,再 经 中 和 及 烘 烤 ( 尼 
龙 膜 可 用 紫外 线 照 射 ) 后 ,与 枕 针 进行 杂交 。 人 @@ Sohem 印迹 :又 称 凝 胶 电 泳 申 迹 转 移 杂 交 。 
是 电泳 技术 与 杂交 技术 结合 的 - -种 方法 。 先 将 待 测 标本 病原 体 DNA 分 离 ,经 限制 性 内 切 酶 消 
化 成 -- 系 列 片段 ,进行 琼脂 糖 凝 腕 电泳 ,各 片段 因 分 子 量 不 同 而 彼此 分 开 ,然后 经 碱 处 理 疾 胶 ， 
使 DNA 的 片段 变性 ,在 原 位 将 单 链 核酸 吸 钊 到 硝酸 纤维 膜 上 ,经 烘 干 、 园 定 , 以 放射 性 核 素 标 
JE DNA 控 针 进行 杂交 ,最 后 洗 膜 和 放射 自 显影 ,从 显影 区 带 鉴定 待 测 标本 DNA 片段 。@® 
Northem 印迹 :是 指 RNA( 主 要 mRNA) 的 分 子 杂交 技术 。 其 原理 和 操作 过 程 基 本 上 与 Southem 
印迹 法 相同 。 差 别 在 于 电泳 标本 是 RNA 片段 ,使 用 的 探 针 是 标记 的 DNA. © 原 位 杂交 :是 细 
胞 学 技术 与 核酸 杂交 技术 结合 的 一 种 特殊 技术 。 用 标记 核酸 探 针 ,与 细胞 涂 片 . 压 片 细 胞 县 
液 滴 片 或 组 织 切片 上 具有 互补 序列 的 单 链 DNA 或 RNA 形成 双 链 结构 ,然后 通过 放射 自 显影 
或 酶 底 物 显 色 或 激发 荧光 等 方法 检测 特定 的 核酸 分 子 所 在 的 部 位 。 由 于 本 法 不 需 从 细胞 中 提 
取 核 酸 并 可 直接 观察 待 测 核 酸 所 在 的 细胞 类 型 .细胞 内 分 布 状 态 与 细胞 染色 体 的 关系 ,因此 常 
是 检测 病毒 与 细胞 关系 的 极 好 方法 。@@ 微 反 应 板 杂 交 :杂交 反应 的 载体 不 是 硝酸 纤维 膜 或 尼 
龙 膜 ,而 是 微 孔 反 应 板 , 操 作 方 便 , 敏 感度 高 。 此 法 快速 、 简 使 ,不 需 先 抽 提 核酸 ,一 次 可 检测 大 
量 标本 ,已 广泛 用 于 检测 血清 或 肝 组 织 中 HBV DNA .HCV RNA、HIV RNA 等 。 该 技术 近年 来 发 
展 较 快 ,预计 将 取代 斑点 印迹 法 。 

2) 扩 增 法 :PCR 法 是 最 常用 也 是 最 成 熟 的 方法 。 

原理 :利用 耐 热 的 DNA REREN Tog DNA 聚合 酶 等 ) 在 体外 条 件 下 ,催化 一 对 引物 间 的 
特异 DNA 片段 合成 。 它 包括 变性 退火、 延伸 三 个 过 程 。 这 3 个 过 程 组 成 一 个 循环 周期 ,上 一 
个 周期 合成 的 产物 又 可 作为 下 一 个 周期 的 模板 ,如 此 循环 往复 ,经 过 n 个 循环 后 , 靶 DNA OE 
TRE 2" 增 长 PIERE DNA 的 拷贝 数 扩大 百 万 倍 以 上 。 

方法 :@ 标本 处 理 :作为 PCR 的 待 测 标本 , 单 链 、 双 链 DNA 或 RNA 均 可 。 如 以 RNA 为 起 
始 标 本 , 则 需 先 遂 过 逆转 录 获 得 cDNA 第 一 链 后 才能 扩 增 ,此 即 逆转 录 PCR(RT - PCR) 法 。 标 
本 中 不 能 温 有 任何 外 源 和 内 涛 性 蛋白 酶 (可 降解 Tag DNA 聚合 酶 )、 核 酸 酶 .DNA SR 
制剂 或 能 结合 DNA 的 蛋白 质 。@ 引物 设计 :由 于 引物 决定 扩 增 片 段 的 特异 性 ,因此 它 必须 对 
致 病 微 生物 是 特异 的 。 可 通过 计算 机 进行 致 病 微生物 基因 资料 分 析 , 先 选 出 致 病 微生物 基因 
组 中 具有 相对 独立 性 与 保守 性 的 序列 ,再 设计 与 该 序列 两 端 互 补 的 寡 核 苷 酸 片 段 进行 人 工 合 
Ro © 扩 增 条 件 : 须 注意 dNTP EE Tog 酶 的 质量 .引物 用 其 、 镁 离子 浓度 、 反 应 温度 与 时 间 、 
实验 环境 .器 材质 量 等 ,这 些 都 影响 PCR 结果 的 质 与 量 。 尤 为 重要 的 是 要 严格 预防 产物 污染 ， 
以 避免 假 阳性 。@ PCR 产物 检测 :根据 检测 目的 不 同 可 以 选择 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 染色 法 South- 
em 印迹 转移 、 酶 切 图 谱 分 析 法 ,序列 分 析 法 和 PCR - ELISA. 
3) 基 因 定 量 诊断 :基因 定量 是 在 基因 定性 诊断 技术 基础 上 发 展 起 来 的 ,但 历史 不 长 ,应 用 
范围 亦 有 限 。 有 目前 主要 用 于 数 种 病毒 基因 的 定量 分 析 , 如 乙 型 肝炎 病毒 \ 丙 型 肝炎 病毒 ,艾滋 
病毒 (HIV) 等 。 基 因 定 量 诊断 可 用 于 病情 评估 ,疗效 预测 和 观察 及 预后 判 斯 等 , 故 有 重要 的 临 
床 应 用 价值 。 随 着 基因 定量 技术 和 方法 的 不 断 完 善 ,其 应 用 范围 也 将 不 断 扩 展 。 
杂交 定量 分 析 :GD 分 支 链 DNA 信号 放大 技术 :该 技术 系 美国 Chiron 公司 的 专利 。 检测 系 
统 中 的 土 要 成 分 是 5 组 功能 不 一 的 人 工 合成 的 宅 脱 氧 核 若 酸 探 针 , 其 中 标记 放大 探 针 是 技术 
的 关键 。b - DNA 技术 有 以 下 优点 ;灵敏 度 高 。 其 cut ~ of 值 为 700 000 Eq/mL; 阳 性 检 出 率 高 。 
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Chiron 的 第 二 代 b - DNA 系统 将 检测 探 针 的 针对 性 扩展 到 HBV 基因 的 各 种 亚 型 和 突变 型 ; 稳 
定性 和 可 重复 性 好 ;操作 简便 、 省 时 、 易 于 普及 。 国 内 已 有 一 些 医 院 采 用 b- DNA 技术 进行 
HBV 基因 和 HCV 基因 检测 。@ 滚 相 分 子 杂 交 : 分 别 由 美国 的 Abbot 实验 室 和 芬兰 的 Orion 公 
立 。 其 基本 原理 是 将 放射 性 同位 素 失信 标 记 探 针 ,与 待 检 基 因 在 液 相 中 杂交 ,然后 经 过 吸 
过 柱 洗 陪 , 分离 游离 和 结合 探 针 ,测定 结合 探 针 部 分 的 放射 活性 。G) 双 抗 体 夹 心 杂 
四 两 种 抗 DNAZRNA 杂交 体 的 抗体 :一 抗 为 捕获 抗体 ,直接 吸附 在 微 筷 反应 板 上 ,二 搞 
体 , 偶 联 有 AP, 可 通过 酶 促 化 学 发 光 反应 检测 DNA/RNA 杂交 体 的 信号 。@ 微 反应 
板 酶 联 杂交 :方法 与 b- DNA 相似 ,但 在 信号 放大 探 针 制 备 方式 上 有 其 独到 之 处 ,获得 了 国家 
发 明 专利 。 月 前 主要 由 于 定量 分 析 HBV 基因 组 ,敏感 度 比 b- DNA 略 低 , 但 不 需要 特殊 仪器 ， 
可 普及 化 等 是 其 优势 。 与 上 海 绿 谷 伟业 生态 工程 公司 合作 生产 的 试剂 盒 不 久 将 在 国内 问世 。 
PCR 基因 定量 技术 :基本 原理 同 PCR 定性 技术 ,方法 上 计 有 终点 稀释 法 .外 参照 法 .荧光 
PCR .PCR - ELISA 等 。 竞 争 PCR 的 基本 原理 则 是 在 定性 PCR 的 基础 上 ,在 扩 增 反应 管内 加 入 
了 一 种 称 之 为 内 参照 的 竞争 模板 ,可 以 与 野生 模板 即 目 的 片段 等 效 地 被 扩 增 。 内 参照 是 决定 
分 析 系 统 足 否 可 靠 和 稳定 的 关键 因素 。 
2. 生 物 芯 片 在 微生物 基因 突变 检测 中 的 应 用 。 面 对 众多 的 基因 突变 ,传统 的 PCR 和 DNA 
测序 方法 费时 费力 ,明成 本 较 高 ,很 难 适应 快速 .经 济 .大 规模 及 程序 化 的 序列 比较 利 突变 分 析 
ALBA 1989 年 首次 报道 了 寡 核 苷 酸 阵列 在 检测 已 知 基因 组 DNA 序列 变异 中 的 应 用 以 来 的 
10 多 年 时 间 ,各 国 科 学 家 把 这 一 血 新 技术 扩展 到 生物 领域 的 各 个 方面 ,如 临床 医学 ,药学 \ 动 
物 学 .植物 学 .微生物 学 等 等 。 如 果 已 知 突变 的 基因 序列 ,就 可 在 DNA 芯片 的 表面 ,以 微 阵列 
的 方式 固定 寡 核 音 酸 (携带 了 突变 位 点 ) 或 cDNA, 使 用 这 种 DNA 芯片 就 可 以 对 研究 者 感 兴趣 
的 突变 基因 或 突变 基因 表达 进行 测定 。 高 密度 赛 核 昔 酸 阵列 的 出 现 开 辟 了 一 条 检测 更 复杂 系 
统 的 途径 。 具 体 方法 如 下 : 
(1)4 工 彻 砖 方法 。 杂 交 测 序 法 曾经 在 芯片 出 现 的 初期 认为 有 可 能 取代 Sanger 创建 的 核酸 
测序 法 ,但 在 经 过 实践 后 却 否 定 了 这 一 尝试 。 因 杂交 接合 的 条 件 与 序列 中 碱 基 组 成 有 关 , 难 于 
取得 -- 致 的 结果 。 对 于 易 发 生 奖 变 的 已 知 核酸 序列 区 段 采 用 4 工 确 砖 方法 进行 再 测序 (rese- 
quencing) ,可 以 成 功 地 鉴别 完全 错 配 和 单个 碱 基 错 配 ,检测 出 突变 位 点 ,其 方法 是 :根据 已 知 序 
列 片 段 , 依 次 (每 个 向 下 移 一 个 碱 基 ) 合 成 一 定 长 度 小 片段 守 核 苷 酸 探 针 (L) ,每 个 小 片段 守 核 
昔 酸 中 同一 位 置 的 一 个 碱 基 是 可 变 的 (&`G\T\C), 即 每 一 个 赛 核 昔 酸 有 四 种 不 同 的 序列 ,以 不 
闻 的 赛 核 背 酸 探 针 作为 列 ,四 种 可 变 的 碱 基 为 行 ,有 序 地 点 阵 于 基质 上 制备 成 芯片 。 当 经 过 标 
记 的 样品 与 芯片 杂交 后 可 以 容易 地 判读 窒 变 的 位 点 和 序列 。 其 方法 如 图 ， 
在 芯片 上 分 为 1~6 列 ,每 列 均 合成 或 点 加 序列 为 1 ~6 的 15 mers ORR. ER 
- 列 中 探 针 序列 只 有 中 间 【个 有 下 划 线 的 核 苷 酸 是 不 同 的 , 它 的 碱 基 载 于 左 侧 。 当 这 样 的 芯 
片 与 带 荧光 的 样品 杂交 时 ,可 以 在 芯片 中 出 现 序列 特异 的 杂交 结果 (黑色 方块 )。 荧 光 测定 结 
果 很 明显 地 显示 出 野生 型 (序列 为 TACCCA) 变 异型 (序列 为 TACTCA)。 只 要 有 1 个 碱 基 的 突 
变 ,引起 的 错 配 可 以 使 与 点 突变 相 邻 的 变异 序列 杂交 信号 明显 减弱 。 
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LGCTACTCATGCGTAC 
2.CTACTCATGCGTACT 
3. TACTCATGCGTACTC 
4.ACTCATGCGTACTCC 
5. CTCATGCGTACTCCG 
6 TCATGCGTACTCCGT 


野生 型 变异 型 
A A 
c c 
G G 
T +C] 
1 2 345 6 1 2 3 4 5 6 
TACGCA TACTCA 


17-24 WRASSE AS Hr E DNA 再 测序 鉴别 点 突变 


(2) 杂 交 测序 技术 (sequencing by hybridization, SBH). SBH 是 一 种 创新 性 的 DNA 测序 方法 ， 
是 建立 在 特定 序列 的 DNA 与 特定 长 度 的 赛 核 苷 酸 集合 杂交 的 基础 上 ,未 知 DNA 序列 可 以 通 


HEESE DNA 序列 形成 完整 的 双 链 体 穿 核 苷 酸 的 重 释 区 域 来 测定 。 


对 耐 约 性 微生物 的 突变 体 和 多 态 性 的 检测 ,SBH 技术 可 大 规模 地 检测 和 分 析 DNA 的 变异 


及 多 态 性 。Guo 等 人 利用 结合 在 玻璃 支持 物 上 的 等 位 基因 特异 性 赛 核 苷 酸 (AS0s) 微 阵列 建立 
了 简单 快速 的 基因 多 态 性 分 析 方法 。 将 AS0s 共 价 固定 于 玻璃 载 片上 ,采用 PCR 扩 增 基因 组 
DNA, dE -条 引物 用 荧光 素 标记 , 另 一 条 引物 用 生物 素 标记 ,分 离 两 条 互补 的 DNA 链 , 将 荧光 


素 标记 DNA 
的 多 种 多 态 1 


链 与 微 阵列 杂交 ,通过 荧光 扫描 检测 杂交 模式 SHB 技术 , 即 可 测定 PCR 产物 存在 
竹 ,该 方法 对 人 的 酷 氮 酸 酶 基因 第 4 个 外 显 子 内 含有 的 5 个 单 碱 基 突 变 进行 分 析 ， 


结果 显示 单 碱 基 错 配 与 完全 匹配 的 杂交 模式 非常 易于 区 别 。 这 种 方法 可 快速 .定量 地 获得 基 


因 信息 。a- 


的 高 度 多 态 | 


地 中 海 贫血 中 变异 的 检测 也 论证 了 该 方法 的 有 效 性 和 可 信 性 。Lipshutz 等 人 采用 
4 18 495 个 赛 核 昔 酸 探 针 的 微 阵列 , 对 HIV - 1 基因 组 反 转 录 酶 基因 (nt) 及 蛋白 酶 基因 (pro》 
性 进行 了 饰 选 。 微 阵列 中 内 部 探 针 与 犯 序列 的 错 配 具有 明显 的 不 稳定 性 , 据 此 可 
快速 区 别 核酸 靶 的 差异 。 例 如 检测 序列 5 GTATCAGCATXGCCATCGTGC 中 X 碱 基 的 种 类 ,可 用 
直列 4 种 探 针 3° ACTCGTAACCCTAGC, 3’ ACTCCTACCGGTAGC 3’ ACTCGTAGCCCTACC, 3° 
AGTCCTATCCGGTAGC。 高 密度 探 针 阵列 可 检测 具有 特征 性 的 较 长 序列 相关 的 多 态 性 与 变异 。 
筛选 1 000 个 核 营 酸 序列 的 变异 与 多 态 性 需要 4 000 个 探 针 。 用 100 pM 合成 位 点 ,设计 1.28cn? 
阵列 ,将 有 大 约 16 000 个 探 针 , 能 筛选 4 kb 序列 。HIV - 1 基因 组 中 n 与 Pro 在 疾病 过 程 中 易 


于 发 生 多 种 变异 ,这 些 变异 将 导致 病毒 对 多 种 抗 病毒 药物 包括 AZT ddi ddt 等 出 现 明显 抗 性 ， 
因此 检测 和 分 析 nt 与 pro 的 变 蜡 与 多 态 性 具有 重要 的 临床 意义 。 

(3) 其 他 方式 。 

1) 杂 交 信 号 增益 法 (gain of hybridization signal approach) :信号 增加 的 途径 ,允许 所 有 可 能 的 
序列 多 样 性 的 DNA 片段 进行 部 分 扫 措 。 用 来 判断 长 度 为 N 的 目标 DNA 双 链 的 所 有 可 能 的 单 
ERREEN ,需要 设计 包含 有 8 个 探 针 , 探 针 的 长 度 通常 是 20 ~ 25 MARR, ERRER 
特定 位 置 出现 的 四 个 可 能 核 苷 酸 互补 的 4 个 探 针 (分 别称 为 “A"，“C"，“G" 和 "“T” 探 针 )。 探 针 
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的 设计 通常 在 靶 标 的 中 心 部 位 的 喊 基 , 提 供 了 杂交 特异 性 最 佳 的 识别 位 点 。 为 了 确定 靶 标 双 
链 所 有 的 碱 基 缺 失 , 需 要 有 2^ 个 探 针 。 但 是 ,要 确定 长 度 为 N 的 双 链 丢 标 中 所 有 可 能 的 X 个 
磊 基 的 插 人 , 则 需要 2*(4x) 个 探 针 。 如 果 要 筛选 长 度 为 10kb 的 双 链 DNA 报 标 中 所 有 可 能 的 
单 核 苷 酸 置换 ,需要 80 000 个 探 针 ;第 选 所 有 可 能 的 1 ~ 5 个 碱 基 缺 失 还 需要 再 加 100 000 THR 
针 ; 而 第 选 所 有 1 ~ 5 个 碱 基 的 插 人 需要 27 280 000 个 探 针 。 用 分 析 普 遍 的 联合 文库 的 芯片 来 
判断 整个 序列 的 变化 可 以 缩短 探 针 的 长 度 ,减少 探 针 的 数量 ,但 付出 的 代价 是 提高 探 针 的 特异 
性 和 敏感 性 。 昌 然 ,目前 在 蕊 片 的 生产 技术 上 有 所 改进 ,但 搜索 一 个 以 上 磊 基 插入 通常 没有 实 
际 的 意义 。 

原理 是 采用 世 瑟 式 探 针 设计 ,将 与 突变 位 点 上 各 种 可 能 突变 的 序列 互补 的 窒 核 苷 酸 探 针 
固定 在 芯片 上 ,以 PCR 扩 增 并 标记 丢 序 列 ,然后 与 芯片 杂交 ,根据 杂交 信号 的 有 无 ( 即 芯片 上 
娜 些 突变 探 针 上 产生 了 强 的 荧光 信号 ) ,可 确定 突变 类 型 。 这 些 探 针 获 得 的 相对 信号 增强 表明 
某 个 序列 发 生 了 改变 。 


5’... TGAACTGTATCCGACAT... 3 
TGACATAGGCTGTAG 
TGACATCGGCTGTAG 
TGACATGGGCTGTAG 
TGACATTGGCTGTAG 

GACATAAGCTGTAGA 
GACATACGCTGTAGA 
GACATAGGCTGTAGA 
GACATATGCTGTAGA 


图 17~25 EREIN 


297 bp 的 整个 HIV - 1 蛋白 酶 基因 编码 序列 ,应 用 该 方法 得 到 的 杂交 信和 号 来 筛选 167 个 病 
毒 单 体 所 有 单个 核 苷 酸 的 变化 。 荧 光标 记 的 RNA 碱 基 与 包含 有 12 224 核 苷 酸 的 两 张 芯 片 杂 
交 。 与 单 核 苷 酸 置 换 的 探 针 杂交 的 基本 信号 赋予 核 苷 酸 特性 。 分 析 114 个 样品 33 858 bp 的 
HIV -1 序列 ,结果 显示 98.26% 的 数据 集 有 一 致 福 。 从 生物 物理 的 观点 来 看 ,在 基因 组 DNA 
中 筛选 杂 合子 的 变化 , 双 脱 氧 测 序 和 芯片 测序 有 同等 的 功效 。 

2) 杂 交 信 和 号 减弱 法 (loss ~ of - signal approach) :在 信号 减少 的 途径 中 ,评价 序列 多 样 性 是 依 
赖 于 参 试 样本 和 野生 型 的 参 比 靶 标 与 完全 匹配 的 赛 核 苷 酸 探 针 之 间 杂 交 信 号 削弱 的 相对 量 。 
从 理想 化 的 状态 来 说 , 纯 合 子 的 序列 变化 导致 了 与 完全 匹配 探 针 之 间 的 杂交 信号 会 大 幅度 削 
弱 , 从 而 判断 在 某 一 片段 附近 序列 发 生 了 变化 。 由 于 杂 合子 序列 的 多 样 性 ,与 杂交 野生 的 四 标 
杂交 信号 的 强度 回 减低 50% ,理论 上 将 发 现 完全 匹配 的 探 针 信号 确定 旁边 的 序列 发 生 了 变 
化 。 

其 原理 是 设计 与 基因 突变 区 完全 配对 的 野生 型 寡 核 苷 酸 探 针 ( 一 般 为 25 nt) 并 固化 在 芯 
片上 , 扩 增 待 测 样品 和 野生 型 参照 样品 的 靶 序 列 并 以 不 同 的 荧光 进行 标记 后 混合 在 一 起 与 芯 
片 杂交 ,比较 两 种 杂交 信号 的 差异 ( 即 分 析 待 测 样 品 的 杂交 信号 相对 于 参照 样品 信号 减少 的 相 
对 量 ) ,可 确定 突变 发 生 的 大 致 区 段 ,类 似 于 比较 基因 组 杂交 。 特 点 是 可 同时 检测 dsDNA 的 两 
条 链 , 任 何 形式 的 突变 信号 都 可 检 出 。 但 该 方法 的 一 个 缺点 是 不 能 确定 突变 类 型 ,必须 通过 对 
杂交 信号 减弱 区 进行 双 脱 氧 测 序 来 鉴定 序列 变异 的 类 型 。 其 敏感 性 ,特异 性 优 于 信号 增益 法 。 
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削 红 信号 的 分 析 适 合用 于 对 任何 序列 的 多 样 性 进行 实际 筛选 。 用 这 一 方法 ,设计 芯片 确 
定 两 条 目标 链 N 个 bp 所 有 可 能 的 序列 变化 ,最 少 包含 2N 的 重 到 的 探 针 。 例 如 ,包含 有 11 000 
条 赛 核 背 酸 的 芯片 是 筛选 5.5 kb 的 BRC41 所 有 可 能 的 序列 多 样 性 所 必需 的 。 探 针 加 倍 ( 入 
个 探 针 , 核 华 酸 的 长 度 为 N) 对 检测 序列 多 样 性 是 有 益 的 ,可 以 把 杂交 信号 波动 的 随机 性 降 到 
最 低 。 如 果 仅仅 依赖 于 两 个 突变 特异 性 的 探 针 ( 每 条 链 一 个 ) ,产生 的 波动 使 信号 增强 的 分 析 
有 所 偏差 。 使 用 信号 削弱 途径 ,可 以 通过 绘制 测试 样品 和 参 比 样品 与 完全 匹配 的 探 针 杂交 信 
号 强度 的 比率 的 图 ,来 体现 序列 的 多 样 性 。 真 正 的 杂交 信号 的 损失 可 以 通过 信号 峰 清晰 的 宽 
度 和 高 度 的 特征 来 体现 。 信 号 削弱 分 析 的 不 足 之 处 在 于 :突变 体 不 易 找 出 ;序列 变化 的 特性 需 
由 后 续 地 对 信和 号 特征 削弱 的 周围 片段 的 双 脱氧 测序 来 得 到 。 

3) 在 片 局 部 测序 法 :用 4 种 荧光 标记 双 脱 氧 核 埋 酸 (ddNTP) ,将 不 标记 样品 杂交 后 的 芯片 
LAIXTER I 3' 端 用 酶 延伸 作 标记 。 使 末端 能 挫 入 荧光 daNTP 的 点 产生 不 同 荧光 ,由 此 
来 判别 序列 。 
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图 17 - 26 守 核 共 酸 芯片 测序 及 浏 变异 的 3 种 方法 


随 着 人 类 基因 组 计划 不 断 深入 的 研究 ,以 及 重要 病原 体 、 微 生物 等 基因 组 测序 工作 的 相继 
完成 ,为 我 们 提供 了 更 多 可 供 检测 的 基因 ,将 促进 基因 诊断 向 临床 应 用 的 快速 发 展 。 可 以 预 
料 ,基因 诊断 将 对 未 来 疾病 诊断 ,未 来 医疗 服务 模式 乃至 医疗 保险 社会 伦理 等 产生 很 大 影响 。 


二 、 生 物 芯片 在 疾病 耐 药性 检测 中 的 应 用 


基因 芯片 技术 在 疾病 而 药性 检测 中 的 应 用 体现 在 以 下 两 个 方面 :@ 在 肿瘤 中 ,通过 检测 肿 
瘤 耐 药 基因 的 表达 变化 来 分 析 对 药物 的 抗 性 ;@@ 在 感染 性 疾病 中 ,病原 体 的 耐 药 性 检测 可 通过 
两 种 方式 :表达 谱 蕊 片 检测 药物 诱导 的 基因 表达 改变 来 分 析 其 耐 药 性 ; 赛 核 萌 酚 芯片 检测 基因 
组 序列 的 亚 型 或 突变 位 点 从 而 分 析 其 耐 药 性 。 

目前 ,包括 细菌 .酵母 苗 等 许多 微生物 的 基因 组 序列 已 基本 完成 。 基 因 组 序列 完成 为 基因 
组 功能 分 析 提供 了 一 个 切 人 点 。 核 苷 酸 芯片 为 平行 研究 大 量 基因 组 信息 与 功能 提供 了 有 利 的 
TR. 
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(一 } 多 药 耐 药 基因 的 表达 检测 

肿瘤 治疗 中 对 细胞 毒性 药物 的 抗 性 是 引起 治疗 失败 的 重要 原因 ,是 限制 化 疗 的 重要 因素 ， 
机 制 是 复杂 的 ,由 肿瘤 的 综合 特征 决定 ,如 存活 细胞 的 比例 、 血 液 的 供给 是 否 充分 .特殊 的 细胞 
机 制 及 多 药 耐 药 表 型 。 多 药 耐 药 是 指 当 肿瘤 细胞 暴露 在 某 一 化 学 治疗 药物 后 会 产生 对 此 药 及 
其 他 结构 上 没有 联系 的 药物 的 交叉 抗 性 ,可 由 不 同 的 机 制 引起 ,如 MDRI MRP, LRP 等 基因 的 
过 度 表达 ,拓扑 异 构 酶 I 和 谷 胱 甘 肽 代 澳 的 改变 等 。 另 外 ,其 他 促进 DNA 修复 和 抑制 细胞 镁 
亡 的 基因 表达 改变 也 可 能 导致 多 药 耐 药 。 

检测 多 药 耐 药 基因 表达 的 变化 不 但 可 以 研究 恶性 肿瘤 的 不 同 耐 药 机 制 , 还 可 以 用 于 临床 
诊断 ,以 指导 制定 治疗 方案 。 日 前 已 建立 了 几 种 多 药 耐 药 检测 方法 ,在 RNA 水 平 上 有 :Norh- 
em blot Slot blot .RT ~ PCR .RNase protection assay 和 原 位 杂交 ,从 蛋白 水 平 上 的 检测 方法 有 免疫 
HAE Westem blot 及 流 式 细胞 仪 等 。 这 些 方法 一 次 只 能 对 一 个 基因 进行 研究 ,效率 低 ,难以 定 
量 检测 耐 药 基因 表达 增加 的 幅度 。 基 因 表达 谱 芯 片 可 同时 对 成 千 上 万 的 基因 表达 进行 检测 ， 
可 以 大 大 加 速 这 方面 的 研究 ,在 设计 芯片 时 ,可 以 将 已 知 肿瘤 相关 基因 及 标记 基因 都 点 到 芯 
上 ,同时 ,芯片 上 还 包含 目前 所 有 报导 过 的 耐 药 基因 。 这 样 可 以 同时 得 到 肿瘤 的 各 个 方面 的 信 
息 。 另 外 基因 芯片 还 可 以 帮助 发 现 新 的 耐 药 基因 。 

{二} 病原 体 耐 药性 检测 

细菌 对 3 种 以 上 不 同类 抗菌 药物 耐 药 者 即 可 称 为 多 重 耐 药 菌 (multi - drug resistant bacteria, 
MDR) MDR 感染 在 全 球 的 状况 十 分 严重 ,对 婴 幼儿 、 免 疫 缺 陷 者 和 老年 人 的 威胁 巨大 ,1992 年 
美国 疾病 控制 中 心 (CDC) 的 资料 表明 ,有 13 300 鲍 住 院 患者 ,是 因为 对 所 使 用 的 抗菌 药物 耐 
药 ,细菌 感染 得 不 到 控制 面 死亡 。MDR 感染 已 成 为 治疗 上 的 难点 和 研究 上 的 热点 。 

MDR 大 多 为 条 件 致 病菌 , 革 兰 阴性 杆菌 (CNR) 占 较 大 比例 ,如 肠 杆 菌 科 中 的 肺炎 杆菌 .大 
肠 杆菌 .阴沟 杆菌 、. 粘 质 沙 需 菌 、 板 桥 酸 菌 属 . 志 贺 菌 属 、 沙 门 菌 属 等 ,以 及 绿 脓 杆 菌 、 不 动 杆菌 
属 .流感 杆菌 等 。 革 兰 阳 性 菌 中 有 甲 氧 西林 耐 药 葡萄 球菌 (MRS) , 尤 以 MRSA 和 MRSE 为 多 ; 
Fi th SS TH ERA (VRE) ,近年 来 在 重症 监护 室 (ICU) 中 的 发 病 率 有 明显 增高 ;青霉素 耐 药 
肺炎 链球 菌 (PRSP) , 常 引起 肺炎 脑膜 炎 、 菌 血 症 和 中 耳 炎 ,人 结核 分 支 菌 等 。 此 外 尚 有 淋 球 
TH AR AC ARES ALON AS 

耐 药 性 又 称 抗 药性 ,一 般 是 指 病原 体 的 药物 反应 性 降低 的 一 种 状态 。 这 是 由 于 长 期 应 用 
抗菌 药 ,病原 体 通过 产生 使 药物 失 活 的 酶 改变 原 有 代谢 过 程 ,而 产生 的 一 种 使 药物 效果 降低 
的 反应 ,因而 作用 的 剂 星 要 不 断 增加 。 细 菌 对 抗菌 药物 的 耐 药 机 制 可 有 多 种 ,最 重要 者 为 灭 活 
酶 的 产生 ,如 8B- 内 酰胺 酶 .氨基 糖苷 纯化 酶 等 ;其 次 为 靶 位 改变 如 青霉素 结合 蛋白 (PBPs) 的 
改变 等 ;其 他 尚 有 胞 腊 通 透 性 改变 ,影响 药物 的 进 人 ;细菌 泵 出 系统 增多 ,增强 , 议 排出 已 进 信 
细菌 内 的 药物 ;以 及 胞 膜 主动 转运 减少 、 建 立新 代谢 途径 、 增 加持 抗 药物 等 ,两 种 以 上 的 机 制 党 
可 同时 启动 。 耐 药 菌 及 MDR 的 发 生 和 发 展 是 抗菌 药物 广泛 应 用 ,特别 是 无 指 征 滥用 的 后 果 。 

要 解决 而 药性 这 个 难题 ,首先 要 找到 耐 药 菌 的 耐 药 基因 ,从 而 根据 这 些 耐 药 基因 设计 新 型 
抗生素 ,或 将 耐 药 菌 分 成 不 同 的 亚 型 ,针对 不 同 的 亚 型 在 临床 上 使 用 相应 的 抗生素 ,达到 改善 
治疗 效果 的 目的 。 国 外 采用 基因 芯片 技术 ,检测 耐 药 菌 基因 的 改变 , 即 检 测 耐 药 基因 。 在 感染 
性 疾病 中 ,病原 体 的 耐 药性 检测 可 通过 两 逢 方式 :四 表达 谱 芯 片 检测 药物 诱导 的 基因 表达 改变 
来 分 析 其 耐 药性 ;@@ 窒 核 苷 酸 芯 片 检测 基因 组 序列 的 亚 型 或 突变 位 点 从 而 分 析 其 耐 药性 。 

用 基因 芯片 不 仅 可 以 同时 检测 耐 药 菌 的 多 个 耐 药 基因 ,还 可 以 同时 对 多 个 耐 药 菌 的 多 个 
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耐 药 基因 进行 检测 。 对 临床 上 用 药 和 新 药物 的 合成 均 具 有 指导 作用 。 
{三 ) 微 生物 抗 药 性 检测 芯片 


.结核 分 文 杆菌 耐 药 性 检测 芯片 。 由 于 利 福 平 . 异 烟 午 、 链 霍 率 、 忆 胺 | 醇 等 12 种 国际 通 
用 抗 结核 药物 长 期 使 用 ,以 及 结核 病 疗程 长 的 因素 ,自然 界 和 患者 体内 已 产生 了 对 化 学 药物 具 
有 抗 性 的 结核 菌株 ,特别 是 多 重 耐 药 结核 病 (MDRTB) 的 流行 , 增 大 了 治疗 难度 。 临 床上 选择 
有 效 的 抗 结核 药物 及 提高 病人 对 化 学 疗法 的 响应 程度 要 求 对 药物 的 敏感 性 进行 测试 。 目 前 所 
采取 的 敏感 性 测试 需 对 结核 分 支 杆菌 进 行 培养 ,而 结核 分 支 酝 菌 培 养 需要 复杂 的 营养 条 件 , 通 
常 耗 时 5~ 14 do 
虽然 近年 来 发 展 了 DNA 探 针 ,大 大 减少 了 试验 时 间 , 但 仍然 存在 分 支 杆菌 混合 感染 的 多 
重 诊 断 问题 ,特别 是 那些 与 HIV - 1.2 混合 感染 的 病人 ,迫切 需要 一 种 诊断 方法 鉴定 感染 分 支 
村 弗 种 类 ,鉴定 致 病 北 与 非 致 病 北 ,鉴定 产生 抗 药性 的 基因 突变 ,这 对 流行 病 学 调查 与 指导 临 
床 治疗 和 愈 后 具有 十 分 重要 的 意义 。 
结核 分 支 杆 草 耐 药性 是 由 相关 基因 的 突变 引起 的 。Telenti 等 (1993 年 ) 研 究 首 次 证 明 结核 
分 支 杆菌 对 利 福 平 的 抗 药性 与 RNA 聚合 酶 g 亚 基 ( poB 基因 ) 有 关 , 约 90% ~ 95% KITS 
株 在 rpoB 基因 3 534 bp 编码 区 中 有 一 81 bp 突变 节 段 ;在 该 基因 的 511 ~ 533 位 密码 子 上 碱 基 
的 替换 .缺失 、 插 人 已 有 相关 报道 。 
亚 能 牛 物 技术 (深圳 ) 有 限 公司 开发 的 第 一 代 产 品 TBChip™M - * 专 为 快速 .简便 地 检测 利 福 
平 耐 药性 突变 株 而 设计 的 。 这 是 一 种 基于 DNA 芯片 技术 识别 结核 杆菌 耐 药性 基因 型 的 新 技 
术 。 这 个 过 程 包括 四 个 主要 步骤 :从 样品 DNA 中 扩 增 含有 突变 位 点 的 特异 DNA 片断 ( 葛 
DNA) ,用 荧光 染料 标记 靶 DNA, 荧 光标 记 的 靶 DNA 与 TBChip™ -r 上 的 已 知 的 DNA 阵列 杂 
,最 终 获取 图 像 并 进行 数据 分 析 。 整 个 检测 周期 为 3 d。 这 项 技术 为 临床 基因 检测 提供 了 更 
为 简单 .快捷 的 方法 。 利 福 平 耐 药性 是 多 重 耐 药 结核 病 的 潜伏 性 标志 ,TBChip% 可 以 快速 的 检 
测 出 多 重 耐 药 结核 菌 (MDRTB); TBChip™ -也 可 以 检测 向 已 知 的 绝 大 多 数 ( > 90% ) 的 突变 
a, 


SA isoniazid, INH) JEEP MAS He ZS, SOIT a AOL FE MT TS 
PARA ARTE. Wilson 等 人 根据 已 测序 的 肺结核 分 支 杆菌 基因 组 序列 ,用 PCR 方法 扩 
增 了 3 834 个 ORF( 占 全 部 ORF 的 97%) ,固化 在 玻 片 上 , 制 成 检测 肺结核 杆菌 基因 表达 的 DNA 
芯片 。 用 INH 处 理 敏感 菌株 ,发 现 除了 生化 途径 已 清楚 的 与 分 支 菌 酸 合 成 相关 的 一 些 基因 转 
录 水 平 发 生变 化 外 ,还 发 现 pA 基因 的 表达 也 被 诱导 发 生 了 变化 ,推测 Ep 基因 也 参与 了 分 
支 菌 酸 的 生物 合成 ,而 Epa 基因 只 在 分 支 菌 属 中 一 些 致 病 的 种 类 中 才 存 在 , 故 Efp4 基因 可 以 
作为 治疗 结核 病 的 新 地点 。 另 外 ,分 别 用 INH 和 Ethionamide 处 理 敏感 菌株 ,获得 了 相似 的 基 
因 表 达 谱 ,证 实 了 两 者 具有 相间 的 作用 机 制 。 又 如 , Wilson 还 使 用 包含 有 肺结核 杆菌 基因 组 
ORF 的 97% 的 序列 的 基因 芯片 ,对 应 用 抗 结核 杆菌 药物 异 烟 冉 诱 导 前 后 表达 的 变化 ,结果 证 
明 肺结核 杆菌 中 脂肪 酸 合成 酶 开 、FbpC 、Efp4 fadE23、fadE24 和 ahpC 基因 发 生 改 变 与 耐 药 
性 有 关 ,并 为 新 药物 作用 的 靶 目 标 研究 及 指导 抑制 这 些 靶 目标 试剂 和 药物 的 合成 提供 指导 。 
如 图 17- 27。 
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17-27 REFIRE ERRARE FR mRNA 表达 情况 

DY EET W FE HEC BEE AS EF FREA EIR h ERDRE FAA REW, UA TAA E 
EGF PIA SEALE 4 h ARAM HRE AERE P A N E E : EEA SEA 
BE CGEMPRAJY)o TE B13- 16 位 置 占 优势 的 红斑 对 应 的 是 FAS - I IEAA ( Ru2244 — 7); P2 - 3 相对 应 的 
是 预先 用 Cy3(P2) 或 Cy5(P3) 标 记 的 DNA 阳性 对 照 。 对 照 班 点 含有 结核 分 支 杆 菌 全 基因 组 的 DNA(AI 、Pl 和 P16) 和 核 
BHK DNA(A4 - 10)。(b) 用 蜡 烟 肝 处 理 异 烟 肝 耐 药 . 乙 硫 异 烟 胺 级 感 菌株 (4309A) 揭 示 在 相应 的 mRNA 水 平 上 未 显示 明显 的 
变化 。(c) 用 乙 硫 异 烟 胺 处 理 相同 菌株 产生 的 反应 形式 与 用 异 烟 竺 处 理 异 烟 脐 敏 感 株 所 产生 的 反应 形式 相同 (a)。 


(a) 含有 203 个 不 同 
编码 分 支 落 酸 成 分 的 基因 。 伪 


利用 基因 芯片 探 方法 可 以 对 2 个 以 上 不 同 抗 药性 基因 同时 进行 分 析 , 如 对 结核 分 
支 杆 菌 异 烟 肝 ,对 氨基 葵 甲 酸 . 异 腕 丁 醇 等 多 种 药物 的 抗 药性 基因 kasa, pneA 、emb 等 都 可 以 同 
时 进行 监测 ,包括 多 个 结核 分 支 杆菌 抗 药性 基因 的 探 针 芯片 现在 已 经 得 到 应 用 。Head 等 
(1999) 在 PCR 后 1 h 内 应 用 中 等 密度 芯片 对 poB 基因 序列 扫描 ,得 到 了 肉眼 可 见 的 诊断 结 
果 , 对 抗 药性 菌株 鉴 

2. 肝 炎 病 毒 抗 +。 肝 炎 是 一 种 世界 性 传染 病 ,中 国 是 高 发 区 之 一 ,最 常见 有 
甲乙 丙丁 成 及 庚 型 肝炎 。 其 中 乙 , 丙 、 庚 型 肝炎 病毒 的 感染 率 最 高 , 且 与 慢性 肝炎 、 肝 硬 
化 ` 肝 细胞 癌变 密切 相关 。 为 遵 选 抗 病毒 药物 ,评价 临床 疗效 , 除 生 化 、 免 疫 和 病理 指标 外 ,还 
应 明确 病毒 的 核酸 结构 和 体液 病毒 核酸 的 含量 。 用 DNA 测序 PCR 等 方法 虽 可 达到 目的 ,但 
由 于 技术 难度 大 、 实 验 成 本 高 而 限制 了 应 用 。 目 前 在 乙 型 肝炎 的 抗 病毒 治疗 中 ,基因 工程 干扰 
素 是 公认 的 治疗 慢性 乙 型 肝炎 病毒 (HBV) 感 染 的 有 效 药 物 之 一 ,但 因 其 有 效 适 远 期 有 
效率 低 和 有 一 定 的 不 良 反应 ,而 无 法 成 为 治疗 HBV 感染 的 主要 药物 。HBYV 复制 时 有 一 个 逆转 
录 过 程 , 对 逆转 录 酶 有 抑制 作用 的 药物 就 有 可 能 抑制 HBV 的 复制 ,进而 发 挥 抑 制 HBV 的 作 
用 。 近 年 来 在 艾滋 病 的 研究 中 发 现 了 许多 新 的 核 苷 类 抗 病毒 药物 对 HBV 有 抑制 作用 ,其 中 应 
用 拉 味 号 喧 (Lamifudine) 治 疗 慢性 乙 型 肝炎 的 报告 最 多 。 目 前 国外 已 基本 完成 了 I A 
临床 试验 ,累计 病例 已 达 30 000 例 以 上 。 美 国 已 于 今年 批准 上 市 。 我 国 自 1996 年 起 已 在 北 
京 、 上 海 和 广州 联合 进行 拉 咪 叶 啶 治疗 慢性 乙 型 肝炎 的 临床 研究 。 

拉 咪 哮 啶 是 一 种 胞 喀 啶 核 苷 衍生 物 (3' 硫 胞 只 啶 核 疹 左旋 异 构 体 ) ,属于 核 苷 类 化 合 物 ,为 
口服 的 2'3' 双 脱氧 核 苷 酸 。 通 过 其 代谢 产生 5' 三 磷酸 活性 产物 而 发 挥 作用 。 对 HIV 和 HBC 
的 逆转 录 酶 的 活性 具有 显著 的 抑制 作用 , 主要 抑制 DNA 聚合 酶 形成 负 链 引物 的 过 程 ,从 而 抑 
制 HBV 的 复制 。 无 论 是 短期 还 是 长 期 的 应 用 , 均 获 得 了 显著 的 抑制 病毒 复制 ,成 为 目前 抗 乙 
型 肝炎 病毒 的 主要 临床 用 药 。 但 随 着 使 用 时 间 的 延长 ,发 现在 不 少 病人 中 病毒 复制 再 度 活跃 ， 
出 现 明显 的 耐 药 。 而 出 现 耐 药 的 主要 机 制 是 乙肝 病毒 DNA 聚合 酶 活性 区 YMDD( 酷 氨 酸 、 蛋 
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RR 门 冬 氨 酸 ) 发 生变 异 ,产生 HBV 耐 药 突变 株 。 经 对 这 些 出 现 耐 药 的 毒 株 进行 测序 研究 ， 
1996 年 首次 发 现 并 证 实 耐 药 与 病毒 的 YMDD 区 的 基因 突变 有 关 。 其 后 ,不 少 学 者 又 对 发 现 的 
位 点 ,进行 了 耐 药 的 确证 研究 。 应 用 特定 序列 的 寡 核 华 酸 为 探 针 ,采用 基因 芯片 技术 ,可 检测 
出 最 常见 的 4 个 突变 位 点 。Alen Niesterst 等 将 YMDD 区 的 M552V, M5521, L528M 位 点 的 突变 
株 构建 成 质粒 , 转 人 2215 细胞 内 , 拉 号 哮 啶 抑制 病毒 复制 的 作用 显著 减弱 万 倍 以 上 ,在 体外 证 
实 了 其 耐 药 与 上 述 位 点 突变 的 关系 。 随 后 ,又 有 越 来 越 多 的 耐 药 毒 株 被 发 现 。 这 些 突变 株 通 
过 诱导 或 治疗 选择 下 成 为 优势 毒 株 从 而 导致 耐 药 。 近 来 临床 流行 病 学 研究 发 现 ,应 用 一 年 后 
的 耐 药 发 生 率 高 达 17% ~ 30% 。 国 内 一 组 最 近 的 报告 亦 显示 ,其 耐 药 的 发 生 率 在 52 周 时 为 
43.37%(36/83) ,104 周 (2 年 ) 时 的 突变 发 生 率 为 48%(36/75)。 

尽管 从 出 现 耐 药 毒 株 的 基因 序列 分 析 中 发 现 , 与 拉 吐 叶 院 耐 药 相关 的 突变 位 点 高 达 28 
个 ,但 在 现 有 文献 报道 中 ,上 述 位 点 出 现 的 突变 , 均 是 伴随 着 YMDD 区 的 突变 而 共同 存在 ,而 
其 他 位 点 在 耐 药 中 的 重要 性 及 特异 性 , 尚 待 进一步 证 实 。 

LOK GRE (STC) SL HBV 治疗 中 出 现 的 YMDD 变异 往往 发 生 于 应 用 3TC 半年 后 。 作 用 服 位 
为 病毒 的 DNA 聚合 酶 (DNAP) ,抑制 其 活性 ,同时 易 引 起 DNAP 的 多 位 点 突变 。 基 因 芯片 的 高 
通 量 ,平行 检测 技术 针对 引起 YMDD 变异 的 众多 基因 突变 位 点 设计 探 针 , 将 之 结合 于 同一 张 
芯片 或 与 上 述 分 型 基因 芯片 合并 ,从 血清 样本 中 抽取 病毒 DNA, 经 体外 扩 增 后 与 芯片 探 针 杂 
交 , 依 据 杂 交 信 和 号 判定 HBV 的 YMDD 变异 ,得 出 是 否 产生 耐 药 性 的 结论 。 

YMDD 变异 过 去 常用 PCR 直接 测序 或 快速 PCR 等 方法 进行 检测 。 最 近 , 上 海 联合 基因 集 
困 博 华 基 央 芯 片 技术 有 限 公司 开发 了 一 种 检测 YMDD 变异 的 基因 芯片 , 它 是 选用 HBV 的 PÆ 
因 的 保守 区 部 分 序列 ,设计 相关 引物 , 扩 增 出 包含 有 YMDD 变异 区 的 核 苷 酸 片段 ,针对 L528M、 
A548V .M552V 等 几 个 位 点 设计 探 针 ,将 探 针 国定 在 特殊 处 理 的 玻 片 上 。 利 用 它 可 一 次 同时 检 
测 多 个 突变 位 点 , 则 时 测定 变异 株 和 对 生 株 。 对 于 临床 检测 拉 咪 里 啶 治疗 后 HBV YMDD 变异 
是 有 价值 的 。 初 步 临床 检测 ,其 检测 灵敏度 约 10 copies/mL ,检测 结果 与 测序 结果 比较 ,符合 
率 为 100% ,并 且 能 够 检测 到 野生 与 突变 共生 的 类 型 (测序 做 不 到 )。 图 17 - 28 显示 的 是 20 份 
血清 样品 经 拉 味 叶 喀 乙肝 耐 药 基因 芯片 的 检测 ,其 中 6 份 为 野生 型 ,其 余 14 份 为 变异 毒 株 。 

实验 研究 和 临床 试验 都 证 明 拉 咪 靳 啶 可 迅速 降低 HBV - DNA 的 浓度 ,改善 肝脏 组 织 的 病 
变 。 是 一 种 治疗 乙 型 肝炎 病毒 感染 很 有 希望 的 新 药 。 拉 味 哄 啶 治疗 乙 型 肝炎 的 适当 疗程 至 今 
还 在 探索 。 由 于 拉 咪 叶 喧 的 作用 机 制 是 抑制 而 不 是 杀 严 HBV, 肝 细胞 内 的 HBV 能 否 消除 主要 
取决 于 机 体 免疫 清除 能 力 ,因而 当 停 药 后 病毒 复制 仍 可 恢复 。 临 床 实 践 也 证 明 , 许 多 患者 停 药 
后 出 现 “ 反 跳 "现象 ,肝炎 复发 。 

乙 型 肝炎 病毒 突变 检测 基因 芯片 (microarray genechip) 是 专门 针对 服用 拉 咏 呐 啶 治疗 慢性 
乙肝 的 患者 而 生产 的 , 它 简 用 基因 芯片 这 一 新 型 的 高 通 量 ,平行 的 基因 分 析 技 术 ,合理 设计 基 
因 和 矩阵 ,可 以 一 次 检测 多 个 乙肝 病毒 相关 位 点 的 突变 ,判断 野生 株 和 突变 株 的 共生 状态 及 相对 
优势 株 ,具有 特异 性 强 .灵敏 度 高 ,快速 ,方便 等 优点 。 我 国 迈 科 锐 乙肝 病毒 突变 检测 基因 蕊 片 
选取 最 常见 的 三 个 突变 位 点 ,能 检测 出 9%5% 以 上 突变 毒 株 ;还 可 以 根据 临床 需要 或 新 位 点 的 
发 现 ,随时 增加 新 的 检测 位 点 ,为 临床 医生 及 时 发 现 病毒 变异 ,及 时 调整 用 药方 案 提供 有 效 地 
帮助 。 亚 能 生物 技术 (深圳 ) 有 限 公司 开发 的 HepYehip™ 是 一 种 基于 DNA 芯片 技术 快速 检测 
肝炎 病毒 的 型 别 和 耐 药 突变 基因 型 的 新 技术 ,可 对 肝炎 病毒 的 分 型 .变异 .突变 和 病毒 核酸 合 
量 进行 检测 。 为 临床 的 准确 诊断 合理 用 药 .判定 预后 提供 切实 可 信 的 依据 。HepVehip™ 能 够 
对 所 有 的 肝炎 病毒 的 分 型 变异 .突变 和 病毒 核酸 含量 进行 高 通 量 \ 平 行 检测 ;还 可 快速 的 检测 
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拉 味 叶 啶 抗 药 性 乙 型 肝炎 病毒 


219 201 
(共生 型 ) (YIDD) (阴性 ) 

血清 编号 基因 芯片 法 DNA 测序 法 快速 PCR 法 

201 YYDD,528 RE O YDRE YYDD 

205 PCR 阴性 野生 株 野生 株 

209 野生 株 野生 株 野生 株 

221 YIDD YIDD YIDD 

229 YYDD,528 突变 YYDD,528 突变 YYDD 

249 YYDD YYDD,528 突变 YYDD 

250 YYDD,528 突变 YYDD,528 突变 YYDD 

256 YYDD,528 突变 YYDD,528 突变 YYDD 

257 YYDD, YIDD YIDD YIDD 

262 野生 型 野生 型 野生 型 

183 YYDD,528 突变 野生 型 YYDD, YIDD 

185 YYDD 和 野生 株 共生 ,528 突变 野生 型 YYDD, YIDD 

189 YYDD 和 野生 株 共 生 野生 型 YYDD 

194 野生 型 野生 型 野生 型 

202 YYDD 和 野生 株 共生 ,528 突变 野生 型 YYDD,YIDD 

214 YYDD 和 野生 株 共 生 ,YIDD YIDD YYDD, YIDD 

218 野生 型 野生 型 野生 型 

231 野生 型 野生 型 野生 型 

243 YYDD 和 野生 株 共 生 , YIDD 野生 型 ,528 突变 YYDD, YIDD 

248 YYDD, 528 突变 YYDD, 528 突变 YYDD 


图 17-28 HERREZAMAEAGH OM 


用 基因 芯片 不 仅 可 以 同时 检测 耐 药 菌 的 多 个 耐 药 基因 ,还 可 以 同时 对 多 个 耐 药 菌 的 多 个 
耐 药 基因 进行 检测 。 对 临床 上 用 药 和 新 药物 的 合成 均 具 有 指导 作用 。 
3. 性 传播 疾病 病原 体检 测 芯 片 。 性 传播 疾病 (sexually transmitted disease, STD) 在 世界 范围 
内 广泛 流行 ,是 已 扩展 至 今 至 少 包 括 50 种 微生物 所 感染 的 疾病 。 其 中 难以 根除 的 主要 原因 是 
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其 病原 体 发 生 基因 变异 而 具有 抗 药性 。 艾 滋 病 (AIDS) 是 由 艾 激 病 病 毒 (HIV) 感 染 所 致 。 感 染 
后 可 以 完全 无 表面 症状 ,法 伏 期 可 达 七 年 , 病 发 可 导致 死亡 。 现 用 于 治疗 ADS 的 药物 主要 是 
病毒 逆转 录 酶 RT 和 蛋白酶 PRO 的 抑制 剂 ,但 在 用 药 3 ~ 12 月 后 常 出 现 耐 药 , 其 原因 是 re pro 
基因 产生 一 个 或 多 个 点 突变 。 rt 基因 四 个 常见 突变 位 点 是 Asp67—> Asn, Lys70— Arg, Thr215—> 
Phe „Tyr 和 Lys219->Glu, 四 个 位 点 均 突 变 较 单一 位 点 突变 后 对 药物 的 耐 受 能 力 成 百倍 增加 。 
如 将 这 些 基因 突变 部 位 的 全 部 序列 构建 为 DNA 芯片 , 则 可 快速 地 检测 病人 是 这 -一 个 或 那 一 个 
或 多 个 基因 发 生 突变 ,从 而 可 对 症 下 药 , 所 以 对 指导 治疗 和 预后 有 很 大 的 意义 。 

讲 病 由 讲 病 双 球 菌 (Neisseria gonorhoea) 感 染 所 引致 。 五 成 女性 及 两 成 男性 不 会 出 现任 何 
证 状 ,或 症状 轻微 面 被 忽略 ,严重 者 可 引导 不 育 。 目 前 已 经 发 现 有 红 等 素 . 硅 诺 隆 类 抗生素 、 环 
AK SUTURE ER. HE (Syphilis) 由 梅毒 螺旋 体感 染 所 引致 。 在 常见 性 病 中 占 第 五 位 , 洪 
伏 期 为 9 ~ 90 d。 发 病 后 病菌 入侵 身体 心脏 、 了 眼睛. 凡 骼 及 脑 部 等 各 部 分 器 官 , 将 造成 失明 、 心 
脏 病 及 精神 病 等 多 种 疾病 ,严重 者 可 导致 死亡 。 其 病菌 基因 的 变异 产生 了 红 答 素 抗 药性 。 

性 传播 疾病 检测 型 基因 芯片 是 利用 核酸 分 子 碱 基 互 补 配对 原理 ,将 多 种 病原 体 特异 基因 
序列 提取 以 后 , 按 微 点 阵 方式 固定 于 芯片 上 ,使 其 与 标记 的 样品 核酸 分 子 杂交 ,通过 检测 杂交 
信号 强度 ,获得 样品 核酸 分 子 的 数量 和 序列 信息 ,从 而 能 在 一 份 样品 上 同时 检测 多 种 性 传播 疾 
病 的 病原 微生物 。 该 芯片 具有 灵敏 度 、 特 异性 高 ,操作 简便 \ 快 速 ,自动 化 程度 高 ,结果 客观 性 
强 等 特点 ,弥补 了 传统 技术 的 不 足 。 据 介绍 ,这 种 基因 芯片 在 国内 消 属 首 例 。 

我 国 自行 设计 的 STD 检测 基因 芯片 ,与 传统 的 检测 方法 相 比 ,SID 基因 芯片 具有 灵敏 度 、 
特异 性 高 , 假 阳 性 率 、 假 明 性 率 低 ,操作 简便 .快速 ,自动 化 程度 高 ,结果 客观 性 强 的 特点 。 可 一 
次 性 进行 多 种 性 病 的 检测 ,可 广泛 应 用 于 涉及 性 传播 疾病 诊断 的 各 种 领域 。 

亚 能 生物 技术 (深圳 ) 有 限 公司 开发 的 另 一 产品 STDChip™ 是 一 种 基于 DNA 芯片 技术 识别 
性 传播 疾病 病原 体 基 因 型 的 新 技术 , 专 为 快速 .简便 地 检测 不 同 病 原 体 及 其 耐 药性 突变 株 而 设 
计 的 。 可 以 辅助 医疗 机 构 对 性 病 的 控制 ;为 有 病征 或 已 知 有 病 者 作 进一步 确认 及 评估 ;进行 性 
病 治疗 的 效果 评估 和 婚前 男女 双方 检查 。 

如 果 要 一 次 性 同步 诊断 ,多 基因 同步 检测 ,同步 定性 及 定量 分 析 , 只 要 有 完整 配套 设备 及 
元件 ,可 用 于 :小 尿 生殖 道 疾病 病原 微生物 的 诊断 和 鉴别 诊断 ;@@ 洲 尿 生 殖 道 疾病 治疗 效果 
的 评价 及 疗效 观察 ;@ 沙 尿 生殖 道 感染 微生物 的 基因 结构 ,基因 表达 、 基 因 变 异 ,基因 定量 的 研 
Fe ORME LTP. 


三 、 前 景 与 展望 


台湾 有 关 科 研 机 构 研发 的 “ 抗 药性 基因 芯片 ”, 已 经 投 人 生产。 据 介绍 ,这 种 基因 芯片 当 
天 就 能 让 抗 药性 病原 体现 形 ,应 用 这 种 技术 , 遵 病 原 菌 感染 的 患者 就 不 必 有 再 苦 候 数 周 等 待 细 苗 
培养 结果 了 。 

目前 “ 抗 药性 基因 芯片 "主要 针对 几 种 常见 抗 药性 病原 蓝 而 设计 的 ,除了 上 述 的 几 种 病原 
体外 ,还 包括 肺炎 双 球菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 等 。 专 家 说 ,在 抗 药性 问题 日 趋 严重 的 情况 下 ,这 种 
基因 芯片 可 望 协 助 临 床 医生 快速 掌握 患者 情况 ,从 而 给 与 了 有 效 的 药物 治疗 。 

除 用 于 临床 检验 外 ,“ 抗 药性 基因 芯片 ”也 是 药 厂 研发 治疗 抗 药 性 细菌 感染 新 药 的 重要 工 
具 。 它 可 帮助 研究 人 员 了 解 抗 药性 细菌 对 新 药 的 反应 ,从 而 加 快 研发 速度 。 

“ 搞 药 性 基因 芯片 "的 研发 除了 需要 芯片 制作 的 技术 平台 之 外 , 找 出 具有 标记 性 的 基因 片 
段 也 是 重要 工作 。 专 家 说 ,这 种 基因 片 眉 就 像 是 抗 药性 细菌 的 身份 证 ,只 要 检 出 就 表明 抗 药 性 
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病菌 已 经 存在 。 

目前 ,国内 外 已 经 有 许多 从 事 DNA 芯片 研究 的 公司 ,每 家 公司 的 芯片 技术 都 各 具 特 色 ,应 
用 目的 也 不 尽 相同 。 但 要 成 为 实验 宝 研究 或 临床 可 以 普遍 采用 的 技术 仍 有 一 些 关键 问题 臣 待 
解决 如 :中 基因 芯片 的 特异 性 的 提高 ;@ 样 品 制 备 和 标记 操作 的 简化 ;@@ 增 加 信号 检测 的 灵敏 
度 ;@@ 高 度 集成 化 样品 制备 .基因 扩 增 、 核 酸 标记 及 检测 仪器 的 研制 和 开发 。 

近年 兴起 的 DNA 芯片 技术 有 可 能 给 医学 微生物 学 带 来 一 次 新 的 飞跃 。DNA 芯片 技术 的 
最 大 优点 为 可 快速 ,准确 地 提供 病原 体 的 遗传 信息 。 在 医学 微生物 学 中 已 应 用 于 以 下 几 个 方 
面 :微生物 基因 组 及 后 基因 组 的 研究 ;可 分 析 基因 序列 ,研究 基因 的 转录 表达 ;微生物 感染 的 快 
速 诊断 ,可 网 时 检测 多 种 病原 体 基 因 ; 微 生物 变异 , 耐 药 机 制 的 研究 :微生物 基因 分 型 及 分 子 流 
行 病 学 的 调查 ; 抗 微生物 感染 药物 的 研制 等 等 。 目 前 存在 的 主要 问题 是 如 何 改 进 DNA 芯片 的 
制造 工艺 ,并 使 标本 制备 .检测 设备 等 简化 ,使 DNA 艺 片 技术 更 简便 .可靠 、 价 廉 。 
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生物 芯片 已 成 为 高 效 . 大 规模 获取 相关 生物 信息 的 重要 手段 ,是 被 公认 为 将 给 21 世纪 生 
命 科 学 研究 带 来 一 场 革命 的 高 新 技术 。 它 具有 高 度 平 行 性 .多样 性 微型 化 .自动 化 成 本 低 的 
特点 ,在 药学 领域 有 着 广泛 的 应 用 。 


一 、 生 物 芯 片 在 药物 靶 点 发 现 与 药物 作用 机 制 研究 中 的 应 用 


在 当代 药物 开发 过 程 中 发 现 和 选择 合适 的 药物 又 点 是 药物 开发 的 第 一 步 , 也 是 药物 第 选 
及 药物 定向 合成 的 关键 因素 之 一 。 在 药物 靶 点 发 现 和 药物 作用 机 制 研究 中 所 使 用 的 生物 芯片 
主要 是 指 基 因 芯 片 。 应 用 基因 芯片 可 以 在 基因 水 平 上 寻找 药物 作用 的 靶 标 。 基 因 芯 片 可 以 平 
行 测定 几 于 个 基因 的 表达 方式 ,以 发 现 有 意义 的 又 标 。 

基因 芯片 在 药物 靶 点 发 现 与 药物 作用 机 制 研究 中 的 应 用 具体 表现 在 以 下 几 个 方面 : 

{ 一 ) 比 较 正常 不 同 组 织 细胞 中 基因 的 表达 模式 

基因 的 表达 模式 给 它 的 功能 提供 了 闻 接 的 信息 。 例 如 只 在 肾脏 中 表达 的 基因 就 不 大 可 能 
与 精神 分 烈 症 有 关 。 一 些 药 物 的 轰 点 是 在 整个 身体 中 分 布 广泛 的 蛋白 质 ,这 类 药物 的 不 喘 反 
应 往往 比较 大 。 而 选择 只 在 特异 组 织 中 才 表 达 的 蛋白 作为 药物 筛选 的 四 点 ,可 以 减少 药物 对 
整体 产生 的 不 家 反应 ,因而 更 引起 人 们 的 关注 。 例 如 崩 质朴 松 症 (osteoporosis) 与 破 骨 细胞 (os- 
teoclasis) 的 功能 有 关 , 破 萌 细 胞 可 以 破坏 并 吸收 则 质 , 当 凡 质 的 形成 与 破坏 出 现 不 平衡 的 时 
候 , 就 会 导致 骨 质 朴 松 证。 如 果 破 骨 细胞 的 功能 得 到 抑制 ,那么 就 可 以 控制 骨 质 玻 松 症 的 发 生 
和 发 展 。 利 用 已 有 的 人 类 ESTs 序列 和 DNA 芯片 技术 ,可 以 容易 地 得 到 只 在 破 骨 细胞 中 进行 
表达 的 基因 如 cathepsink 基因 , 它 编码 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 。 以 cathepsink 基因 作为 靶 标 ,筛选 对 它 
有 抑制 作用 的 药物 ,就 有 可 能 得 到 治疗 骨 质朴 松 症 的 药物 。 但 是 这 种 方法 也 有 其 局 限 性 , 它 只 
能 得 到 mRNA 水 平 的 表达 谱 , 另 外 组 织 一 般 由 多 种 细胞 组 成 , 面 要 将 这 些 细胞 分 离 很 困难 。 

{二 ) 研 究 正常 组 织 与 病理 组 织 基 因 表 达 差 异 
正常 组 织 在 病变 的 过 程 中 ,往往 伴随 着 基因 表达 模式 的 变化 。 基 因 表达 水 平 的 升 高 或 降 
低 ,可 能 是 病变 的 原因 ,也 可 能 是 病变 的 结果 。 若 基因 表达 的 变化 是 病变 的 原因 , 则 以 此 基因 
为 节点 的 药物 就 可 能 逆转 病变 ; 若 基 因 表 达 的 变化 是 病变 的 结果 , 则 以 此 基因 为 地 点 的 药物 就 
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可 能 减轻 病变 的 症状 。DNA 芯片 技术 可 以 在 病理 组 织 与 正常 组 织 之 间 一 次 比较 成 千 上 万 个 
基因 的 表达 变化 , 找 出 病理 组 织 中 表达 漠 常 的 基因 。Heller 等 提取 正常 及 诱发 病变 的 巨 噬 细 
胞 .软骨 细胞 系 . 原 代 软骨 细胞 和 滑 膜 细胞 的 mRNA, 用 包含 细胞 因子 、 趋 化 因子 .DNA 结合 蛋 
白 及 基质 降解 金属 蛋白 酶 等 几 大 类 基因 的 cDNA 芯片 进行 筛选 , 发现 了 数 种 变化 明显 的 基因 。 
其 中 除了 有 已 知 与 类 风湿 关节 炎 有 关 的 INF, IL-1, L~6,1L ~ 8, G ~ CSF, RANTES , VCAM 
的 基因 外 ,还 有 编码 基质 金属 弹性 蛋白 酶 HME, IL-3, 1CE , 趋 化 因子 Croa 等 的 基因 。 而 以 前 
认为 金属 弹性 蛋白 酶 只 存在 于 肺泡 巨 噬 细 胞 和 胎盘 细胞 中 。 弹 性 蛋白 酶 可 以 被 坏 胶原 纤维 及 
组 织 基底 膜 层 , 它 在 类 风湿 关节 炎 病 理 组 织 中 的 出 现 ,为 治疗 该 病 提 供 了 新 的 药物 对 点 。 

Kapp 等 用 包含 950 个 DNA 探 针 的 DNA 芯片 分 析 比 较 霍 奇 金 病 细 胞 系 L428 及 KMH2 与 
EB 病毒 永生 化 的 B 淋 巴 细 胞 系 LOL- GK 的 基因 表达 谱 发 现 霍 奇 金 病源 的 细胞 系 中 白细胞 介 
素 - 13( 刀 -13) 及 白细胞 介 素 - 5( 瑟 -5) 表 达 异 常 增高 ;用 IL- 13 抗体 处 理 瞪 奇 金 病源 的 细 
胞 系 可 显著 抑制 其 增殖 。 浊 发 现 提示 ,下 -13 可 能 以 自分 泌 形 式 促 进 霍 奇 金 病 相关 细胞 增殖 。 
IL-13 及 其 信号 转 导 途径 可 能 成 为 霍 奇 金 病 治 疗 及 药物 镁 选 的 新 于 点 。 

{ 三 ) 建 立 模式 生物 细胞 中 的 基因 表达 模型 

采用 模式 生物 细胞 进行 试验 ,条 件 容易 控制 ,对 模式 生物 基因 表达 的 研究 将 启发 人 们 发 现 
和 确认 新 的 药物 作用 地点。 目前 ,已 有 多 种 模式 生物 (如 酵母 ) 的 基因 组 计划 已 经 完成 。 酿 酒 
酵母 (saccharomvces cerevisiae) 就 是 一 种 可 用 来 进行 药物 第 选 的 较为 理想 的 模式 生物 。 它 是 真 
核 生物 而 且 基因 组 已 全 部 测序 ,细胞 繁殖 快 ,易于 培养 ,与 哺乳 动物 细胞 有 许多 共同 的 生化 机 
制 。 现 在 已 经 发 现 ,在 酵母 细胞 中 存在 许多 与 人 类 疾病 相关 的 基因 。 如 人 类 Wemer s 综合 征 
表现 出 早熟 的 特征 ,其 细胞 的 生活 周期 变 短 。 人 类 与 此 疾病 相关 的 基因 与 酵母 中 编码 DNA 解 
旋 酶 的 SCS1 基因 极为 相似 。Botstein 等 得 到 了 SCS1 基因 突变 的 酵母 菌株 ,此 突变 菌株 生活 周 
期 变 短 , 细 胞 的 表 型 特征 与 患 有 Wemer's 综 合 征 的 细胞 相似 。 已 有 一 些 研究 小 组 根据 公布 的 
酵母 基因 组 序列 ,用 PCR 方法 扩 增 了 酵母 6 000 个 开放 阅读 框 (open reading frame, ORF) BE, 
制 成 DNA 芯片 ,在 整个 基因 组 的 范围 内 对 酵母 的 基因 表达 进行 检测 。 

{四 } 建 立 病原 体 基因 的 宕 达 模 型 

( 见 本 章 第 六 节 微生物 杭 药 性 检测 芯片 ) 

{五} 研究 药物 处 理 细胞 后 基因 表达 变化 

药物 与 细胞 (特别 是 敏感 细胞 ) 相 互 作 用 ,将 引起 细胞 外 部 形态 及 内 部 正常 代谢 过 程 的 一 
系列 变化 。 其 内 部 生理 活动 的 变化 可 集中 表现 在 其 基因 表达 的 变化 上 。 通 过 测定 分 析 药 物 对 
细胞 的 基因 表达 的 影响 ,可 推测 药物 的 作用 机 制 , 评 价 药 物 活 性 及 毒性 ,进而 确证 药物 和 点 或 
者 发 现 新 的 药物 靶 点 。 通 过 DNA 芯片 测定 药物 诱导 的 细胞 基因 表达 变化 来 进行 药物 筛选 与 
研究 ,对 那些 用 常规 方法 很 难 追踪 监测 的 药物 或 需要 很 长 时 间 才能 得 到 药物 临床 实验 结果 时 ， 
显得 尤为 有 用 。 

无 论 是 从 药物 的 治疗 效果 还 是 从 经 济 效益 方面 来 看 ,药物 进入 市 场 前 必须 对 其 进行 严格 
的 安全 性 检测 ,这 样 做 的 前 提 是 对 药物 的 作用 机 理 必须 十 分 了 解 。 根 据 分 子 药 理学 的 研究 进 
展 ,已 知 药物 的 作用 会 使 细胞 内 某 些 特定 基因 的 表达 丰 度 发 生 相当 不 同 程度 的 变化 ,因此 可 以 
利用 cDNA 表达 谱 的 改变 来 寻找 药物 作用 的 加 基因 。 

通过 监测 阳性 药物 处 理 前 后 组 织 细胞 基因 表达 变化 情况 可 以 获得 许多 十 分 有 价值 的 信 
息 。 首 先 ,经 药物 处 理 后 表达 明显 改变 的 基因 往往 与 发 病 过 程 及 药物 作用 途径 密切 相关 ,很 可 
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能 是 药物 作用 的 靶 点 或 继 发 事件 ,可 作为 进一步 药物 筛选 的 靶 点 或 对 已 有 的 靶 点 进行 验证 ;其 
次 ,药物 处 理 后 基因 表达 的 改变 对 药物 作用 机 制 研 究 有 一定 的 提示 作用 。 

理论 上 讲 ,药物 作用 诱导 的 细胞 基因 表达 变化 应 与 缺失 编码 该 药物 作用 靶 点 的 基因 引起 
的 基因 表达 变化 相似 。 现 以 目前 临床 上 最 常用 的 免疫 抑制 药物 环 抑 素 A(Cyclosprin A，CsA) 和 
他 克 洛 司 (Tacrolimus，FK506) 为 例 说 明基 因 分 析 在 药理 研究 中 的 重要 性 。 

A TRE CsA 和 FK506 发 挥 免 疫 调 节 作用 的 特异 性 报 基因 ,或 者 验证 某 些 一 度 被 认为 是 
CsA 和 FK506 作用 标志 基因 的 表达 是 否 真 与 该 药物 的 作用 相 一 致 ,就 必须 建立 一 个 高 保 真 的 、 
高 通 量 的 基因 表达 分 析 技 术 ,还 需要 生物 信息 数据 库 的 高 技术 平台 的 支持 。 基 因 芯 片 技术 与 
Gene Logic 数据 库 的 结合 无 疑 是 一 条 非常 有 力 的 分 析 途 径 。 

Marton 等 使 用 含有 6 065 个 酿酒 酵母 的 ORF 的 cDNA 芯片 检测 发 现 ,由 免 疫 抑制 剂 FK506 
诱导 的 基因 表达 变化 在 缺失 编码 被 FK506 抑制 的 蛋 凰 的 基因 变种 中 未 观察 到 ,但 在 缺失 与 
FKS06 作 用 无 关 的 基因 变种 中 却 观察 到 了 。 于 是 推测 FK506 除了 与 免疫 亲 合 蛋白 (im- 
munophilins) 结 合 外 还 有 其 他 被 忽略 的 作用 靶 (off - target)。 在 实验 基础 上 ,他 们 提出 了 所 谓 的 
“解码 器 策略 "(decoder strategy) , 即 首先 比较 经 过 药物 作用 的 野生 株 和 缺失 某 些 基因 的 变种 株 
的 基因 表达 谱 , 若 二 者 相似 , 则 将 这 种 变种 挑选 出 来 ,并 将 其 与 药物 作用 。 如 果 突 变 基 因 所 编 
码 的 蛋白 质 参与 的 生物 途径 受 药物 的 影响 , 则 药物 诱导 该 变种 的 基因 表达 变化 与 药物 诱导 野 
生 株 基 因 表达 变化 将 不 同 ( 见 图 17 - 29)。 用 这 种 策略 不 仅 可 以 确证 药物 作用 靶 , 还 可 以 发 现 
未 曾 引起 人 们 注意 的 作用 靶 , 并 可 从 这 些 被 忽略 掉 的 得 中 推测 药物 的 毒 副 作用 。 


RHR 
(Cyctosporin, CsA) 他 克 洛 司 FK506 


野生 型 细胞 株 药物 靶 基因 缺失 细胞 株 


l l 


特异 性 的 基因 表达 变化 (Signature) 


| 


相关 程度 高 低 对 著 标 验证 
17-29 FK506 和 CsA 秀 标 检测 的 "解码 出 "策略 


CsA 和 FK506 是 结构 不 同 的 两 种 免疫 搞 制 药物 ,它们 分 别 与 亲 环 素 (Cyclophilin, CyP) 及 
FK506 结合 蛋白 (FKBP) 结 合 。CyP 与 FKBP 具有 靖 氮 酸 异 构 酶 的 活性 , 当 它们 与 CA 和 FK506 
结合 后 酶 的 活性 将 受到 抑制 。CsA CyP 及 FK506: FKBP 的 复合 物 还 可 挤 制 依赖 于 钙 的 丝氨酸 
/ 苏 氨 酸 磷酸 酶 的 活性 ,阻碍 NFAT( nuclear factor of activated T cell) 活 化 ,从 而 达到 抑制 某 些 基 
因 的 转录 活化 ( 见 图 17 - 30)。 
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图 17-30 FK506 和 CsA 作用 的 分 子 靶 标 


首先 将 正常 人 外 周 血 淋 巴 细胞 收集 ,分 离 其 了 淋巴 细胞 ,用 抗 CD3 抗体 和 PMA 进行 刺激 ， 
激活 后 的 了 淋巴 细胞 在 加 入 CsA 和 FK506 前 、 后 分 别提 取 mRNA, FE Cy3 和 Cy5 荧光 素 标 记 制 
备 cDNA 探 针 。 然 后 将 这 些 探 针 与 固定 了 上 千 万 个 人 的 cDNA 表达 谱 芯 片 进行 杂交 。 通 过 杂 
交 信 号 分 析 , 比 较 CsA 和 FK506 作用 前 后 基因 表达 水 平 的 差异 ,从 中 初步 筛选 出 那些 与 CA 和 
FK506 作用 相关 的 基因 ,再 根据 相关 程度 的 高 低 可 进一步 确定 主要 的 靶 基 因 和 葛 基 因 相 关 基 
因 。 在 此 初步 第 选 的 基础 上 , 接 下 来 的 工作 就 是 逆向 确定 筛选 出 的 报 基 因 是 否 真 的 与 CsA 和 
FK506 作用 特异 相关 ,或 者 说 能 否 通过 这 些 基 因 的 表达 水 平 来 预测 药物 作用 的 效果 。 从 CsA 
和 FK506 处 理 过 的 正常 的 活化 了 细胞 mRNA 中 制备 cDNA 探 针 , 同 时 还 从 来 源 于 待 验 证 靶 基 
因 缺 失 (或 突变 ) 的 了 细胞 株 的 mRNA 中 制备 cDNA 探 针 , 将 它们 分 别 与 cDNA 表达 谱 芯片 杂 
交 , 以 比较 基因 表达 差异 。 图 17 - 31 的 实验 结果 显示 用 FK506 处 理 的 正常 激活 的 了 细胞 与 已 
知 靶 基因 Calcineurin 发 生 突变 的 了 细胞 株 的 基因 表达 谱 存在 相似 性 (y = 0.75 + 0.03), TERA 
FK506 对 下 细胞 作用 的 确 是 通过 靶 基 因 Calcineurin 来 实现 的 (图 17-31)。 

近年 来 的 研究 还 表明 ,CsA 和 FK506 发 挥 免疫 抑制 作用 除了 依赖 于 钙 调 节 磷 酸 酶 - NFAT 
途径 外 ,还 可 通过 非 钙 调 节 磷酸 酶 途径 , 如 JNK(C - Jun NH2 - terminal kinase) 及 P38 途径 , 因 
而 探索 CsA 和 FK506 作用 的 分 子 机 理 还 需要 不 断 的 深入 和 发 掘 ,要 做 到 这 点 , 基因 芯片 分 析 
技术 将 大 有 作为 。 

Cyclin 依赖 型 激酶 (cyclin — dependent kinases,CDKs) 在 细胞 增殖 中 有 着 重要 的 作用 ,是 一 种 
抗 肿瘤 药物 的 靶 点 。 Gray 等 从 2,6,9, - 三 取代 呆 叭 化 合 物 库 中 筛选 CDKs 的 抑制 剂 。 他 们 将 
体外 有 活性 的 2 种 flavopiridol 化 合 物 和 52 号 (代号 ) 化 合 物 与 酵母 作用 ,然后 用 共 含有 260 000 
个 长 度 为 25 个 碱 基 的 一 组 宣 聚 核 苷 酸 芯片 检测 酵母 基因 表达 变化 。 试 验 结果 表明 ,几乎 所 有 
的 已 知 与 细胞 周期 相关 的 基因 表达 下 调 。 虽 然 flavopiridol 和 52 号 化 合 物体 外 活性 相似 ,但 他 
们 引起 的 酵母 基因 表达 的 变化 却 有 显著 的 差异 ,表明 二 者 对 酵母 的 作用 途径 是 不 一 样 的 。 
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图 17- 31 FK506 处 理 的 野生 型 与 cna 突变 株 基因 表达 相似 程度 的 比较 


应 用 DNA 芯片 还 可 直接 筛选 特定 的 基因 文库 以 寻找 药物 的 作用 靶 点 。 如 给 酵母 某 一 特 
定 的 呈 单 倍 体 状 态 的 基因 对 应 的 位 置 上 放置 一 个 遗传 标记 ,该 标记 可 被 DNA 芯片 所 识别 , 那 
么 通过 比较 药物 作用 前 后 用 芯片 检测 整个 文库 的 结果 , 便 有 可 能 获得 药物 作用 的 靶 基 因 。 研 
究 者 称 此 种 筛选 方式 为 haploinsufficiency drug screen. 

除了 基因 芯片 外 ,组 织 芯片 .蛋白 质 芯片 和 细胞 芯片 也 在 药物 研究 中 办 露头 角 。 最 近 , 耶 
重大 学 的 研究 小 组 首次 报道 了 真 核 生 物 蛋 白质 组 水 平 的 蛋白 质 微 阵列 芯片 。 他 们 表达 和 纯化 
了 酵母 的 5 800 种 蛋白 质 ,并 将 这 些 蛋白 质点 样 固定 在 载 玻 片上 ,制作 了 酵母 蛋白 质 组 微 阵列 
芯片 。 他 们 使 用 这 种 芯片 筛选 能 与 特定 蛋白 质 和 磷脂 相互 作用 的 蛋白 质 ,发 现 了 新 的 能 与 钙 
调 蛋 白 和 磷脂 相互 作用 的 蛋白 质 。 这 种 蛋白 质 微 阵列 芯片 可 以 用 于 筛选 与 蛋白 质 相互 作用 的 
药物 ,还 可 以 用 于 检测 蛋白 质 翻译 后 的 修饰 。 他 们 的 研究 成 果 证 实 了 制作 和 使 用 蛋白 质 组 微 
阵列 芯片 进行 功能 分 析 检测 的 可 行 性 ,并 向 人 们 预示 了 蛋白 质 微 阵列 芯 片 在 药物 开发 领域 的 
广阔 应 用 前 景 。 

Zlauddin 和 Sabatinl 发 明了 一 种 细胞 微 阵列 芯片 。 他 们 首先 将 不 同 的 质粒 DNA 点 在 玻璃 
片上 ,做 成 质粒 DNA 微 阵 列 芯片 。 接 着 用 脂 质 转 染 试剂 处 理 该 质粒 DNA 微 阵 列 芯片 ,然后 在 
处 理 好 的 质粒 DNA 微 阵列 上 培养 哺乳 动物 细胞 。 点 在 芯片 上 的 质粒 DNA 在 转 染 试剂 的 帮助 
下 原 位 转 染 哺乳 动物 细胞 ,在 质粒 DNA 微 阵列 的 每 一 个 质粒 样品 点 的 相同 位 置 形成 了 转 染 了 
该 质粒 的 细胞 群 。 细 胞 因 获得 了 外 源 DNA 而 获得 了 新 的 性 状 。 这 样 ,由 质粒 DNA 芯片 制 成 
了 由 不 同性 状 细胞 组 成 的 细胞 微 阵列 芯片 。 他 们 尝试 用 这 种 细胞 芯片 来 确证 药物 作用 节点 ， 
寻找 能 改变 细胞 生理 状态 的 基因 产物 。 这 种 新 型 细胞 芯片 可 以 用 来 在 哺乳 动物 细胞 内 高 通 量 
筛选 ,有 可 能 成 为 候选 先导 分 子 的 化 合 物 .蛋白质 或 齐 核 苷 酸 。 在 功能 基因 组 研究 和 药物 开发 
等 领域 具有 很 大 的 应 用 潜力 。 


二 、 生 物 芯 片 在 毒 理学 研究 中 的 应 用 
传统 的 毒 理学 研究 是 通过 大 量 的 动物 实验 来 进行 ,而 慢性 毒性 和 长 期 毒性 一 般 是 通过 新 
药 的 正 期 临床 试验 来 观察 的 。 由 于 慢性 毒性 和 长 期 毒性 难以 在 短 时 间 内 观察 出 来 ,往往 会 千 


成 一 些 严重 的 后 果 。 基 因 芯片 技术 可 将 药物 毒性 与 基因 表达 特征 联系 起 来 ,通过 基因 表达 分 
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析 便 可 确定 药物 毒性 ,使 得 药物 毒性 或 不 期 望 出 现 的 效应 在 临床 实验 前 得 以 确认 。 用 基因 芯 
片 可 以 在 一 个 实验 中 同时 对 成 千 上 万 个 基因 的 表达 情况 进行 分 析 , 为 研究 化 学 或 药物 分 子 对 
生物 系统 的 作用 提供 全 新 的 线索 。 该 技术 可 对 单个 或 多 个 有 害 物质 进行 分 析 ,确定 化 学 物质 
在 低 剂量 条 件 下 的 毒性 ,分 析 、 推 电 有 毒物 质 对 不 同 生物 的 毒性 可 比 性。 基因 芯片 技术 应 用 于 
药物 毒 副作用 ,改变 了 传统 的 毒 理 学 研究 模式 ,节省 大 量 的 动物 试验 ,提高 用 药 的 安全 性 。 

已 经 有 不 少 研究 工作 表明 ,利用 DNA 芯片 预测 化 合 物 毒 性 和 对 毒性 物质 进行 分 类 是 可 行 
的 。Waring 等 用 15 种 已 知 的 肝 毒 性 化 合 物 处 理 大 鼠 。 这 些 毒 物 将 对 肝 细 胞 造成 多 种 伤害 ,如 
DNA 损伤 \. 于 硬化 . 肝 坏 死 和 诱发 肝 瘤 等 。 从 大 鼠 肝脏 中 提取 RNA, 用 DNA 芯片 作 基因 表达 分 
析 。 通 过 将 基因 表达 结果 与 组 织 病理 分 析 和 临床 化 学 分 析 的 结果 进行 比较 ,发 现 两 者 有 很 强 
的 相关 性 。 该 结果 表明 DNA 芯片 分 析 是 一 种 可 以 用 来 分 析 药物 安全 性 和 对 环境 毒物 进行 分 
类 的 灵敏 度 较 高 的 方法 。 在 另 一 报道 中 他 们 用 同样 的 15 种 化 合 物 作 用 大 饼 的 于 细胞 ,再 用 
DNA 芯片 作 基因 表达 分 析 , 结 果 显 示 具 有 相似 毒性 机 制 的 化 合 物 所 获得 基因 表达 谱 具 有 相似 
性 。Cerhold 等 给 大 忌服 用 茶 巴 比 妥 和 和 地 赛 米 松 等 药物 ,使 用 赛 核 背 酸 芯 片 ,检测 了 大 和 鼠 肝 组 
织 中 与 药物 代谢 ,毒性 和 能 量 代谢 相关 基因 的 表达 。 最 后 ,通过 分 析 基 因 表 达 变 化 的 结果 就 可 
以 推测 药物 代谢 与 毒性 的 情况 。Bartosiewicz 等 则 利用 DNA 芯片 对 环境 毒物 进行 了 检测 。 

目前 已 有 多 种 较为 成 熟 的 毒 理学 DNA 芯片 相继 问世 。 美 国 国立 环境 卫生 研究 院 分 子 至 
癌 机 制 实验 室 的 Baren 等 人 研制 了 一 种 名 为 ToxChip 的 DNA 芯片 ,可 以 灵敏 的 检测 有 害 化 学 
物质 对 人 体 基 因 表达 的 作用 ;Cene Logic 公司 的 产品 Flow ~ thu Chip 已 经 试 投入 商业 运用 ,可 
用 以 检测 药物 和 毒物 对 生物 体 的 影响 ,他们 还 建立 了 虎 大 的 基因 表达 数据 库 , 可 以 用 于 药物 靶 
点 确认 和 毒性 预测 ;Srngenta 公司 和 AstraZeneca Pharmaceuticals 公司 的 科学 家 设计 制作 了 被 称 
为 ToxBlot arrays 的 DNA 芯片 ,含有 大 约 13 000 个 人 的 基因 ,包含 了 所 有 毒 理学 家 感 兴趣 的 基 
因 家 族 和 信号 通路 相关 基因 ;美国 化 学 工业 毒物 研究 所 中 专门 有 一 个 工作 小 组 用 微 阵列 技术 
研究 一 些 致癌 毒物 对 人 体 的 作用 。 

三 、 生 物 芯 片 作为 超 高 通 量 药物 筛选 平台 的 应 用 

传统 的 新 化 合 物 第 选 是 以 分 子 功能 分 析 和 改进 为 主要 手段 ,通过 大 量化 合 物 合成 与 结合 
实验 来 确定 可 能 有 效 的 新 药 , 这 是 一 种 低 效率 的 过 程 。 近 年 来 ,根据 组 合 化 学 理论 设计 的 各 种 
化 合 物 文库 开始 用 于 药物 第 选 ,以 及 高 通 量 第 选 (high throughput sereening，HTS) 技 术 的 出 现 ， 
意味 着 可 以 在 很 短 的 时 间 内 对 大 批量 的 化 合 物 进 行 筛选 。 

组 合 化 学 是 采用 一 系列 小 分 子 单元 如 氨基 酸 , 糖 和 核酸 等 ,通过 化 学 合成 或 生物 合成 的 步 
又 获得 结构 相近 却 又 互 不 相同 的 大 量 小 分 子 组 成 化 合 物 文库 。 化 合 物 文库 包括 化 学 文库 和 生 
物 文库 。 化 学 文库 是 指 由 化 学 合成 的 大 量 小 分 子 物质 组 成 的 文库 。 生 物 文库 是 煌 对 化 学 文库 
而 言 的 ,其 最 主要 的 特点 是 可 以 进行 扩 增 和 放大 ,并 通过 DNA 测序 来 对 筛选 到 的 克隆 分 子 进 
行 鉴定 。 组 合 化 学 技术 的 出 现 使 得 快速 合成 多 种 系列 化 合 物 成 为 可 能 。 

应 用 生物 芯片 技术 对 生物 文库 进行 药物 筛选 ,其 基本 原理 是 在 芯片 或 合成 的 微 球 珠 等 固 
相 表 而 上 进行 原 位 文库 合成 和 筛选 。 现 已 有 针对 不 同类 型 的 药物 而 制作 的 芯片 ,如 第 选 核酸 
类 药物 的 DNA 芯片 ,筛选 肽 或 蛋白 质 药物 的 征集 阵列 芯片 ,筛选 抗原 .抗体 的 免疫 芯片 等 。 

提高 续 物 第 选 的 通 量 , 实 志 超 高 通 量 第 选 有 2 条 途径 :一 是 微型 化 ,一 是 自 动 化 。 生 物 芯 
片 作为 一 种 新 型 技术 平台 , 正 可 满足 超 高 通 量 筛选 微型 化 和 自动 化 的 需要 。 生 物 芯片 技术 应 
用 于 超 高 通 量 筛选 有 2 个 发 展 方向 :一 是 微 孔 板 / 微 阵列 技术 ,一 是 微 流体 芯片 技术 。 
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(一 ) 微 孔 板 / 微 阵列 技术 


相当 多 的 高 通 量 筛选 方法 是 以 微 孔 板 为 基础 的 。 微 孔 板 技术 的 发 展 


要 表现 在 板 孔 数 的 


增加 。 四 前 ,使 用 最 多 的 是 96 FLA 384 {Lifo Oldenburg 等 报道 了 用 9 600 孔 板 (0.2 pL/ 孔 ) 分 
析 系 统 , 以 金属 蛋白 酶 为 划 , 对 复合 或 分 离 纯化 的 化 合 物 库 进行 筛选 。 虽 然 随 着 材料 科学 和 加 


工 技 术 的 发 展 , 微 孔 板 技术 有 了 长 足 的 进步 ,但 
景 液体 极 曙 落 发 ,不 适 于 那些 不 能 用 


够 完善 的 微量 液体 分 配 技 术 。 


微 阵列 技术 是 将 微 孔 板 技术 进 
阵列 芯片 ,主要 用 于 筛选 能 与 特定 


展 面临 着 一 些 不 易 解决 的 困难 ， 


一 步 微型 化 。 最 近 , 哈佛 大 学 的 研究 人 员 开 
区 白质 特异 性 结合 的 化 合 物 。 他 们 将 玻 片 表面 进行 化 学 处 
理 ,使 其 衙 生化 产生 活性 基 团 , 然 后 将 溶 于 有 机 溶剂 中 的 化 合 物 用 机 械 手 点 在 经 处 理 的 玻 片 表 


ERA: 


面 ,化 合 物 与 玻 片 表面 的 活性 基 


团 反 应 而 被 


阵列 ,固定 在 玻 片 表面 , 制 成 化 合 和 


性 结合 的 化 合 物 。 他 们 用 化 合 物 微 阵 列 


二 甲 亚 矶 (DMS0) 作 溶剂 的 筛选 方法 以 及 受 限于 当今 还 不 


发 了 化 合 物 微 


定 于 玻 片 表面 ,这 样 就 将 不 同 的 化 合 物 排 布 成 微 
网 微 阵列 芯片 。 随 后 将 感 兴趣 的 蛋白 质 进行 荧光 标记 ,然后 
与 微 阵列 芯片 上 的 化 合 物 反 应 ,经 济 洗 后 ,再 进行 荧光 检测 就 可 以 筛选 到 能 与 这 种 蛋白 质 特异 
芯片 进行 了 原理 性 实验 ,其 结果 宕 明 ,使 用 这 种 化 合 物 


微 阵 列 深 片 可 以 平行 ,快速 地 进行 大 规模 的 化 合 物 与 蛋白 质 的 结合 馈 选 。 他 们 最 先是 将 正 璃 


片 天 面 进行 马 来 酰 亚 胺 往生 
用 这 种 化 合 物 微 阵 列 必 片 进行 


生物 学 检测 :蛋白 质 结合 检测 
阵列 芯片 可 以 帮助 我 们 对 由 纪 


大 规模 对 
科学 家 们 采用 类 似 的 方法 也 制造 了 一 利 
化 处 理 , 在 氨基 玻 片 上 进行 乙 醛 醇 衍 生 
面 。 在 进行 化 学 连接 反应 之 后 ,这 种 固定 了 不 同 小 分 子 配 体 的 微 阵列 芯 
\ 功 能 磷酸 化 检测 和 活 细胞 粘 附 检测 。 
合 合成 方法 获得 的 大 量化 合 物 进 行 快速 的 功能 分 析 和 筛选 。 化 


上 ,然后 将 


合 物 微 阵列 芯片 技术 与 基于 微 珠 体 的 固 相 组 合 合成 技术 相 结合 为 高 通 量 药物 饰 选 


新 的 途径 ， 


将 对 高 通 量 药物 筛选 技术 的 发 展 产生 积极 的 影响 。 


处 理 ,后 来 采用 亚 硫 酰 氨 处 理 ,都 获得 了 成 功 。 他 们 还 尝试 了 使 
映 异 构 体 的 分 型 检测 。 有 如 利 搞 尼 亚 大 学 Davis 分 校 的 
化 合 物 微 阵列 芯片 。 他 们 对 玻璃 载 玻 片 表面 进行 氨基 
第 有 连接 辟 的 配 体 分 子 点 在 修饰 过 的 发 片 表 
片 被 用 来 进行 了 3 种 
实验 结果 证 实 了 化 合 物 微 
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最 近 , 出 现 了 一 种 被 称 为 芯片 膜 片 钳 (patch - on - a cehip) 的 新 技术 。 在 这 种 膜 片 钳 芯 片上 
加 工 有 检测 电信 号 的 点 阵 ,点 阵 中 的 每 一 个 点 是 一 个 电信 号 记录 单元 ,同时 每 个 二 底部 与 负极 


相通 ,可 以 吸附 细胞 。 这 样 膜 片 钳 芯 片 | 


上 的 每 一 个 点 就 可 以 实现 传统 膜 片 错 技术 的 功能 。 膜 


片 钳 芯 片 具有 操作 简单 快速 和 可 实现 高 通 量 等 优点 ,可 以 用 于 电 生 理 研究 和 高 通 量 药物 希 


选 。 
(二 ) 微 流体 芯片 技术 


微 流 体 装置 的 发 展 已 广泛 用 于 生化 及 细胞 的 分 析 。 鉴 于 这 项 技术 在 超 高 通 量 香 选中 的 巨 


大 应 用 前 景 ,吸引 了 众多 学 术 界 和 工业 界 的 实验 室 对 该 项 技术 的 研究 与 开发 。 


借用 半导体 工 


业 中 所 用 的 光 刻 技术 将 内 径 为 10~ 100 pm 的 通道 加 工 在 玻璃 或 硅 片 中 ,利用 电动 泵 和 流体 的 
压力 来 控制 皮 、 纳 升级 液体 的 流动 。 该 技术 可 减少 几 个 数量 级 的 试剂 消耗 量 , 并 能 提高 数据 质 


量 。 它 所 采用 的 平行 样品 处 理 程序 可 


流体 芯片 上 操作 的 可 行 性 (包括 结合 分 析 、 酶 分 析 和 细胞 分 析 ) 已 得 到 实验 论证 。 


Jiang 等 制造 了 2 种 可 以 用 于 高 通 量 检测 食物 污染 物 和 进行 药 
们 以 硅 为 模板 ,采用 模压 和 毛细 管 成 形 技术 在 聚 酯 和 多 聚 硅 氧 烷 二 甲 酯 
在 第 1 种 装置 的 微 通道 中 夹 着 一 块 PVDF(polyvinylidene fluoride) 膜 可 


[以 获得 更 高 的 筛选 通 量 。 多 种 类 型 的 竹 选 分 析 方法 在 微 


物 第 选 的 微 流体 装置 。 他 
中 加 工 激流 体 网 络 。 
j 用 来 结合 、 浓 缩 目 标 化 合 
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物 ,然后 再 直接 通过 质谱 方法 鉴定 目标 化 合 物 。 第 2 种 装置 被 用 来 超 滤 分 离 莱 巴 比 妥 和 茶 巴 
比 妥 与 抗体 的 复合 物 。 整 个 过 程 包括 上 样 、 清 洗 和 解 离 都 是 连续 进行 的 。 这 些微 流体 装置 不 
仅 可 以 显著 降低 系统 死 腔 体积 和 所 需 样 品 量 ,而 且 与 先前 报道 的 方法 相 比 灵敏 度 至 少 可 提高 
1~2 个 数量 级 。 

Capliper Technologies 公司 设计 的 芯片 装置 ,将 从 微 孔 板 中 取样 与 随后 进行 的 酶 抑制 剂 簿 选 
结合 在 一 起 。 有 目前 ,该 芯片 装置 已 制作 完成 ,并 通过 了 测试 。 测 试 的 化 合 物 通过 与 芯片 相连 的 
硅 毛 细 管 注射 人 芯片 中 ,与 酶 及 荧光 酶 底 物 混合 以 使 它们 在 主 反 应 通道 内 发 生 相互 作用 。 酶 
与 荧光 底 物 反应 产生 基线 荧光 信号 。 如 果 测 试 化 合 物 抑制 酶 的 活性 ,信号 将 会 暂时 性 的 降低 ， 
通过 检测 荧光 信号 的 强度 就 可 以 测定 化 合 物 抄 制 酶 的 活性 。 这 种 装置 每 次 进 样 量 1 ~ 10nL， 
进 样 同期 10 ~ 30 s。 利 用 这 个 系统 ,每 块 芯片 可 对 几 千 种 化 合 物 进行 筛选 。 有 目前 对 该 系统 进 
行政 进 的 努力 主要 集中 在 提高 系统 的 而 用 性 和 将 不 同类 型 的 第 选 方法 移植 到 这 个 平台 上 来 。 
最 新 设计 的 微 流体 芯片 将 液体 分 发 .化 合 物 稀释 与 第 选 分 析 三 者 集成 起 来 ,由 于 减少 了 被 视 为 
瓶颈 的 芯片 使 用 前 的 准备 步 又 ,使 得 该 系统 更 加 方便 实用 。 

芯片 技术 具有 高 通 量 、 大 规模 \ 平 行 性 等 特点 可 以 进行 新 药 的 第 选 ,尤其 对 我 国 传统 的 中 
药 有 效 成 分 进行 筛选 。 如 何 分 离 和 鉴定 药物 的 有 效 成 分 是 目前 中 药 产业 和 传统 的 西药 开发 遇 
到 的 重大 障碍 ,基因 芯片 技术 是 解决 这 一 障碍 的 有 效 手段 , 它 能 够 大 规模 地 第 选 通 用 性 强 ,能 
够 从 基因 水 平 解释 药物 的 作用 机 理 , 即 可 以 利用 基因 芯片 分 析 用 药 前 后 机 体 的 不 同 组 织 器官 
基因 表达 的 差异 。 如 果 再 用 mRNA 构建 cDNA 表达 文库 ,然后 用 得 到 的 肽 库 制 作 隐 芯 片 , 则 可 
以 从 众多 的 药物 成 分 中 筛选 到 起 作用 的 部 分 物质 。 或 者 ,利用 RNA、 单 链 DNA 有 很 大 的 柔性 ， 
能 形成 复杂 的 空间 结构 ,更 有 利于 靶 分 子 相 结合 ,可 将 核酸 库 中 的 RNA 或 单 链 DNA 固定 在 芯 
片上 SRS SRE SPE ,形成 蛋白 质 - RNA 或 蛋白 质 - DNA 复合 物 ,可 以 筛选 特异 的 药物 蛋 
白 或 核酸 ,因此 芯片 技术 和 RNA 库 的 结合 在 药物 筛选 中 将 得 到 广泛 应 用 。 在 寻找 HIV 药物 
中 ,Jallis 等 用 组 合 化 学 合成 及 DNA 芯片 技术 筛选 了 654 536 种 硫 代 磷 酸 八 素 核 上 酸 ,并 从 中 确 
定 了 具有 XXG4XX 样 结构 的 抑制 物 ,实验 表明 ,这 种 筛选 物 对 HIV 感染 细胞 有 明显 阻 断 作用 。 
生物 芯片 技术 使 得 药物 第 选 ,名 基因 鉴别 和 新 药 测试 的 速度 大 大 提高 ,成 本 大 大 降低 。 

基因 芯片 对 于 药物 贰 标的 发 现 .多 丢 位 同步 高 通 量 药物 第 选 .药物 作用 的 分 子 机 制药 物 
活性 及 毒性 评价 方面 郁 有 其 他 方法 无 可 比拟 的 优越 性 ,能 够 从 基因 水 平 解释 药物 的 作用 机 制 ， 
可 以 用 基因 芯片 分 析 用 药 前 后 机 体 的 不 同 组 织 . 器 官 基因 表达 的 差异 ,国外 几乎 所 有 的 主要 制 
药 公司 都 不 同 程度 地 采用 了 基因 芯片 技术 来 寻找 药物 疲 标 ,检查 药物 的 毒性 或 副作用 。 


四 、 生 物 芯 片 在 药物 基因 组 学 中 的 应 用 


药物 基因 组 学 (Pharmacogenomics) 是 在 基因 组 学 的 基础 上 研究 不 同 个 体 对 药物 反应 的 差 
异 以 便 对 不 同 的 基因 型 患者 实行 个 体 化 给 药 ,从 而 将 药物 的 药 效 充分 发 挥 而 使 不 良 反应 减少 
到 最 小 。 

将 DNA 芯片 技术 应 用 于 药物 基因 组 学 ,一 方面 可 以 加 速 药物 基因 组 学 的 发 展 ,主要 是 利 
用 DNA 芯片 进行 基因 功能 及 其 多 态 性 的 研究 ,以 确认 与 药物 效应 及 药物 吸收 代谢 ,排泄 等 相 
关 的 基因 ,并 查 明 这 些 基因 的 多 态 性 ; 另 一 方面 DNA 芯片 利用 药物 基因 组 学 的 研究 成 果 , 根 据 
基因 型 将 人 分 类 ,以 实现 药物 基因 组 学 研究 的 目的 和 价值 。 

临床 上 ,同一 种 药物 对 不 同 患 者 的 疗效 与 副作用 可 能 不 同 ;并 且 ,不 同 患 者 对 相同 剂量 药 
物 的 疗效 或 副作用 方面 也 会 有 很 大 差异 。 这 主要 是 由 于 病人 遗传 学 上 存在 差异 ,如 药物 应 答 

> 350 - 


第 十 七 章 ” 生 物 芯 片 在 医学 中 的 应 用 


基因 , 导 煞 对 药物 产生 不 同 的 反应 。 如 果 利用 基 


可 对 病人 实施 个 体 优化 治疗 。 


药物 基因 组 学 的 研究 依赖 于 人 类 基因 组 中 大 量 基 


芯片 技术 对 患者 先进 行 诊 断 , 再 开 处 方 ,就 


变异 的 确定 。 近 年 来 研究 较 多 的 是 单 


PEL AYE (single nucleotide polymorphisms, SNPs). SNPs 与 许多 药物 效应 的 个 体 差异 有 关 ， 
研究 它们 之 间 的 关系 需要 定位 大 晤 的 SNPs。DNA 芯片 可 以 自动 ,快速 地 检测 那些 可 以 影响 药 
物 效应 的 基因 (如 药物 代谢 酶 .药物 作用 靶 和 致 病因 子 的 编码 基因 ) 和 决定 个 人 对 药物 毒性 敏 
感性 的 基因 。Evans 和 Relling 就 设想 了 一 种 急性 原 淋 巴 细胞 白血病 药物 基因 组 芯片 ,这 种 芯 
片上 包括 了 所 有 可 能 影响 急性 原 淋 凶 细 胞 白血病 病人 对 化 学 治疗 反应 的 基因 ,借助 这 种 艺 片 
可 以 根据 病人 的 基因 型 对 病人 分 群 ,帮助 医生 为 每 个 病人 选择 合适 的 治疗 药物 和 药物 剂量 。 


相信 在 不 久 的 将 来 ,药品 说 明 书 上 的 适用 证 和 禁忌 症 都 会 改 为 适用 基因 型 和 禁忌 
药品 更 加 针对 不 同 个 体 的 不 同 疾病 ,达到 疗效 更 佳 .副作用 更 小 的 目的 。 


ERA ,使 得 


传统 的 中 医药 讲究 的 是 整体 治疗 观 ,在 中 药 基 因 组 学 和 中 药 化 学 组 学 中 ,多 成 分 .多 靶 点 
治疗 是 基点 ,关键 就 是 分 析出 成 分 谱 与 活性 谱 , 实 现 精确 筛选 和 配置 ,以 “复方 ”的 形式 作用 于 


致 病 基 因 组 。 


五 、 基 因 芯 片 技术 在 疾病 耐 药 性 检测 中 的 应 用 


详 见 本 章 第 六 节 。 


中 药 在 现代 药物 研究 中 日 益 受 到 


芯片 对 中 药物 种 的 鉴定 
重视 ,但 中 药 种 类 多 ,其 药 效 受 产 地 、 气 修 、 收 获 季节 等 多 


种 因素 的 影响 ,并 且 , 还 存在 假冒 伊 劣 中 药材 的 情况 ,如何 鉴别 药材 的 种 类 和 真 伪 ,用 现 有 的 方 
法 还 难以 解决 。 近 年 来 分 子 生物 学 的 一 些 方法 开始 用 于 分 类 学 研究 ,其 原理 是 基于 任何 一 个 
生物 个 体 ,不 受 发 育 阶段 影响 ,其 不 同 组 织 器 宫 部 位 以 至 细胞 都 具备 相同 的 遗传 信 息 。 这 些 方 


法 中 以 基 | 


芯片 技术 最 有 潜力 。 目 前 


,已 有 学 者 开始 对 地 道 与 非 地 道 材 如 贝 母 ` 金 银 花 等 的 


DNA 序列 进行 研究 ,分 离 特异 核 苷 酸 序列 作为 探 针 并 制备 DNA 芯片 ,进行 鉴定 。 


(RAR REA) 


第 八 节 ”生物 芯片 技术 在 法 医学 中 的 应 用 


法 医学 的 任务 是 利用 医学 和 其 他 自然 学 科 的 理论 与 技术 ,研究 并 解决 司法 实践 中 有 关 医 


学 问题 的 一 门 医学 学 科 。 法 医学 鉴定 为 刑事 案件 侦察 提供 线索 ,为 审判 提供 证 据 ,达到 揭露 犯 
LETE ,公平 执法 的 目的 。 法 医学 是 法 律 与 医学 结合 的 产物 ,涉及 医学 及 多 种 


PARRE, 


基础 学 科 , 法 医学 的 发 展 与 医学 密切 相关 ,医学 与 其 他 自然 科学 的 迅速 发 展 不 断 为 法 医学 提供 


新 的 理论 与 技术 。20 世纪 名 年代 ,生物 芯片 技术 研究 日 新 深入 ,在 医学 研究 的 应 用 前 景 极其 
广阔 ,法 医学 生物 芯片 的 应 用 研究 也 及 时 地 开展 起 来 。 目 前 进行 的 探索 性 .前瞻 性 研究 ,已 经 
有 了 初步 阶段 性 成 果 , 学 术 界 普遍 认为 这 一 高 .新 技术 将 会 使 法 医学 鉴定 再 上 一 新 的 台阶 。 


一 、 生 物 芯 片 在 法 医 物证 学 中 的 应 用 


法 医 物证 学 的 主要 任务 是 通过 人 类 遗传 标记 的 检测 与 分 析 进 行 个 体 识别 与 亲子 鉴定 。 个 


体 识别 又 称 同 一 性 鉴定 。 现 代 刑 导 


犯罪 理论 认为 :接触 就 会 遗留 痕迹 。 刑 事 犯罪 是 一 个 客观 


过 程 ,从 刑事 案件 现场 收集 到 罪犯 遗留 的 生物 学 检 材 ,例如 血 痕 、 精 斑 \ 唾 液 ,毛发 等 均 是 证 实 
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犯罪 的 物证 。 通 过 对 现场 材料 和 犯罪 嫌疑 人 的 遗传 标记 的 检测 与 比 对 ,可 以 达到 排除 或 认定 
罪犯 的 目的 。 法 医学 亲子 鉴定 是 通过 对 假设 父亲 ,母亲 和 孩子 的 遗传 标记 的 检测 ,分析 亲 代 与 
于 代 间 是 否 符 合 孟 德尔 遗传 理论 ,判断 是 否 亲生 关系 。 
{一 ) 遗 传 标记 应 用 现状 
法 医学 应 用 的 传统 遗传 标记 是 血型 ,进入 20 世纪 80 年 代 , 遗传 标记 的 分 析 进 入 DNA 分 
子 水 平 。1985 年 ,法医 DNA 的 限制 性 片段 长 度 多 态 人 性 (restriction fragment length polymorphism, 
RFLP) 检 测 方法 建立 ,检测 手段 主要 是 Southem 杂交 。 采 用 人 类 小 卫星 DNA 核心 序列 作为 探 
针 , 在 低 强度 杂交 条 件 下 ,同时 与 多 个 可 变数 目 串联 看 复 序列 (variahle number of tandem repeats, 
YNTR) 基 因 座 形成 杂交 产物 。 杂 交 形 成 的 RFLP 图 谱 由 十 数 条 不 同 的 片段 长 度 组 成 ,形似 商品 
上 标记 的 条 码 。 图 谱 具 有 高 度 个 体 特异 性 ,不同 个 体 间 片段 数 不 同 .片段 长 度 不 同 ,无 关 个 体 
间 的 平均 匹配 概率 达到 10-2 ~ 107, DNA - RFLP 检测 使 法 医学 第 一 次 能 够 认定 同一 性 , 央 
DIE DNA - RFLP 分 析 被 誉 为 DNA 指纹 (DNA fingerprint)。 如 果 控制 杂交 条 件 , 在 较 高 的 
杂交 温度 . 较 低 的 离子 强度 时 ,小 卫星 探 针 只 能 与 一 个 VNTR 基因 座 的 部 片 般 杂 交 。 形 成 的 
RFLP 图 谱 共 是 一 个 座位 的 等 位 基因 型 别 , 杂 含 子 二 条 带 , 纯 合 子 一 条 带 。 因 小 卫星 VNR 基 
办 座 具有 极 高 的 多 态 性 , 单 座位 RFLP 图 谱 也 具有 高 度 个 体 特 异性 ,联合 检测 4 ~ 6 个 单 座位 
VNTR, 同 样 可 以 达到 DNA 指纹 的 识别 能 力 。 为 与 多 基因 座 VNTR - RFLP 图 谱 区 别 , 单 基因 座 
VNTR — RFLP 图 谱 被 称 为 DNA 纹 印 (DNA profile). DNA 指纹 技术 克服 了 血型 标记 检测 的 许多 
局 限 性 ,在 案件 调查 中 发 皖 了 重要 作用 。 多 年 的 实际 应 用 发 现 ,DNA - RFLP 检测 方法 烦琐 , 检 
测 时 间 长 ,检测 灵敏 度 低 , 有 关 结论 解释 的 理论 基础 尚 待 完善 ,在 实际 案件 材料 的 检测 应 用 时 
受到 限制 - 
第 二 代 DNA 遗传 标记 是 应 用 PCR 技术 扩 增 人 类 基因 组 中 VNTR 序列 。 在 卫星 DNA P, 
VNTR 大 约 占 … 半 ,具有 串联 重复 的 特征 性 序列 ,以 相对 恒定 的 序列 片段 作为 重复 单位 ,在 某 
个 基因 座位 串联 重复 。 不 同 个 体 、 不 同等 位 基因 间 表 现 为 重复 的 次 数 不 同 ,构成 复杂 的 片段 长 
度 多 态 性 。 直 接应 用 PCR 扩 增 VNTR 座位 的 等 位 基因 ,然后 电泳 分 析 基 因 型 ,避免 了 RFLP 过 
程 中 的 限制 酶 切 ,Southem 印迹 转移 , 探 针 标记 与 杂交 等 烦琐 的 操作 , 极 大 地 简化 操作 程序 。 目 
前 ,法 医 DNA 分 型 检测 常规 采用 微 卫星 DNA - VNTR 序列 遗传 标记 ,这 类 卫星 序列 的 重复 单位 
长 2~6 bp, 重 复 次 数 由 数 次 至 数 十 次 ,等 位 基因 片段 长 度 均 在 400 bp 以 下 , 故 称 短 串 联 重 复 序 
列 (shot tandem repeat，STR)。PCR - STR 分 型 具有 高 灵敏 度 、 高 多 态 性 的 优势 ,适用 于 腐败 、 陈 
旧 检 材 的 法 医学 鉴定 。 目 前 已 经 开发 出 PCR - STR 分 型 的 自动 检测 系统 ,以 荧光 染料 标记 
PCR 引物 作 多 STR 基因 座 复 合 扩 增 , 扩 增 产物 经 毛细 管 电泳 或 聚 丙 烯 酰 胺 平板 凝 胶 电 泳 ,和 
用 激光 诱导 方式 自动 进行 STR 基因 型 分 析 , 结 果 记 录 和 数据 贮存 。 荧 光标 记 PCR - STR 分 型 
已 成 为 法 医 物证 鉴定 的 标准 技术 。 
1997 年 , 单 核 疹 酸 多 态 性 (single nucleotide polymomphism，SNP) 标 记 策 略 的 提出 ,在 整个 生 
物 学 界 引起 一 个 DNA 多 态 性 研 究 的 新 热潮 。 随 着 人 类 基因 组 计划 研究 的 深入 ,学 者 们 对 基因 
组 的 碱 基 变异 有 了 更 加 深入 的 认识 。 在 物种 长 期 进化 中 ,基因 组 DNA 序列 不 断 地 发 生变 异 ， 
其 中 一 部 分 被 保留 下 来 ,导致 不 同 种 属 .不 局 群体 和 不 同 个 体 间 的 差异 ,形成 多 态 性 。SNP 是 
指 基因 组 内 某 特定 的 核 篆 酸 位 置 上 存在 有 2 种 不 同 的 碱 基 成 分 ,按照 多 态 性 的 概念 ,其 中 少 的 
-种 破 基 在 群体 中 的 比例 应 不 少 于 1%。 与 STR 相 比 ,SNP 在 基因 组 中 有 更 广泛 地 分 布 ,如 果 
按照 0.5% ~ 10% 的 克基 变 异 率 计算 ,人 类 基因 座 中 至 少 每 1 kb 就 有 一 个 SNP ,总 SNP 数 至 少 
有 300 万 ,分 布 密度 远 多 于 其 他 DNA 遗传 标记 。 由 于 选择 压力 的 原因 ,包括 SNP EH RRE 
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序列 变异 在 非 编码 区 的 分 布 要 和 远 多 于 编码 区 , 据 估 计 人 类 编码 区 中 的 SNP 大 约 只 有 20 万 个 。 
从 生物 遗传 和 变异 的 本 质 分 析 SNP 可 能 是 一 种 最 能 反映 群体 遗传 结构 和 个 体 闻 的 遗传 差异 
的 标记 系统 。 

SNP 是 单个 核 音 酸 变 异形 成 的 DNA 序列 多 态 性 ,理论 上 一 个 核 苷 酸 位 置 可 以 有 4 种 碱 基 
变异 形式 ,但 实际 上 SNP 多 发 现 为 双 等 位 基因 , 即 二 态 性 遗传 变异 。 碘 基 变异 包括 单 碱 基 的 
转换 . 颠 换 以 及 单个 碱 基 的 插 人 与 缺失 等 ,其 中 转换 与 颠 换 的 比例 为 2:1, 有 25% 的 SNP RE 
在 CpG 位 点 。 虽 然 SNP 的 多 态 性 程度 远 不 如 小 卫星 或 微 卫 星 ,但 是 SNP 数量 巨大 ,基因 组 中 
分 布 频密 ,从 整体 而 言 ,SNP 的 多 态 性 实际 上 要 大 得 多 。 由 于 每 个 SNP 位 点 均 为 二 等 位 基因 ， 
在 SNP 检测 时 能 通过 简单 的 ' + /- 方式 进行 表 型 分 析 ,无 须 测定 基因 的 片段 长 度 , 检测 结 果 
易于 自动 化 。SNP 将 成 为 法 医 物 证 鉴定 应 用 的 第 三 代 遗 传 标记 系统 。SNP 大 约 包含 了 人 类 基 
因 组 中 已 知 多 态 性 的 80% ,是 最 常见 的 遗传 变异 形式 ,在 人 类 基因 组 学 ,医学 遗传 学 ,疾病 相 
关 性 研究 ,药物 敏感 性 相关 基因 研究 等 以 及 法 医学 等 方面 将 发 挥 重大 的 作用 。 

法 医学 所 关注 的 DNA 遗传 标记 除 常 染色 体外 ,有 些 特殊 遗传 的 标记 系统 在 法 医学 鉴定 中 
常 有 应 用 ,例如 线粒体 DNA 和 了 染色 体 上 的 某 些 标记 系统 。 

线粒体 DNA (mtDNA) 是 唯一 的 核 外 基因 组 ,每 个 线粒体 平均 含有 10 个 mtDNA, 每 一 个 体 
细胞 火 约 有 105 个 mtDNA mtDNA 分 子 小 , 仅 16 569 bp, 旦 环 状 , 分 子 裸露 ,编码 tRNA, RNA 和 
部 分 与 氧化 磷酸 化 有 关 的 蛋白 质 。 序 列 分 析 发 现 mDNA KYA 1/3 的 碱 基 替 换 突变 率 较 高 ， 
因为 :人 miDNA 分 子 裸露 , 易 受 各 类 致 损 因素 的 影响 ;@mtDNA 的 DNA 聚合 酶 复制 精确 度 及 编 
辑 能 力 较 低 ; ORE RAW DNA 修复 系统 ; 四 承受 的 选择 压力 较 低 , 碱 基 变 异 容易 固定 。 
mtDNA 的 进化 大 约 比 核 基 因 组 快 10 信 , 突 变 率 约 高 10 倍 。mtDNA 碱 基 变 异 主要 集中 在 非 编 
码 区 , 称 为 控制 区 , 约 1 100 bp。 在 控制 区 碱 基 变 异 不 是 随机 的 ,相对 集中 在 二 个 高 变 区 ,HVR 
-~- 工 和 HVR - Io mDNA 序列 多 态 性 的 法 医 应 用 有 三 个 特征 ,一 是 灵敏 度 高 ,原因 是 mDNA 
找 贝 数 远 多 于 核 基 因 组 DNA , 体 细胞 中 核 基因 组 只 有 二 个 ,而 mtDNA 的 搁 贝 数 有 数 于 或 数 万 。 
高 度 腐败 ,陈旧 ` 超 微量 材料 ,甚至 无 核 组 织 如 毛发 ,惟有 提取 和 检测 mDNA 型 可 能 成 功 。 二 
是 mtDNA 序列 具有 高 度 多 态 性 ,HYR - I 和 HVR - 开 中 存在 大 量 的 点 突变 ,无 关 个 体 间 序列 
匹配 概率 的 机 会 很 小 ,是 个 体 识别 鉴定 有 价值 的 标记 系统 。mtDNA 遗传 标记 的 第 三 个 特征 是 
具有 母系 遗传 特征 ,在 确定 母子 亲生 关系 的 亲子 鉴定 有 特殊 必用 ,在 重建 母系 家 族 关系 ,研究 
人 类 进化 ,人 种 的 地 域 分 布 演变 及 大 规模 的 迁移 特征 有 实用 价值 。mtDNA 的 多 态 性 检测 主要 
采用 序列 测定 方式 ,自前 已 经 报告 了 多 个 人 种 、 地 区 mDNA 多 态 性 的 群体 资料 。 限 于 技术 及 
设备 的 要 求 较 高 ,mtDNA 多 态 性 检测 在 法 医学 鉴定 应 用 中 受到 限制 。 由 于 mDNA 基因 组 的 点 
突变 主要 以 二 碱 基 变 异 的 SNP 形 式 出 现 ,应 用 生物 芯片 技术 检测 将 是 一 个 有 效 的 手段 ,近期 
已 有 应 用 芯片 技术 检测 mDNA 的 SNP 的 研究 报道 。 

Y 了 染色体 上 的 遗传 标记 ,受到 法 医学 和 人 类 进化 研究 的 关注 ,Y 染色 体 约 60 Mb RER, 
占 人 类 基因 组 的 29%。 在 染色 体 长 辟 和 短 辟 各 有 一 氢 常 染色 体 区 ,长 度 分 别 有 2.6 Mb 和 0.32 
Mb, Y 染色 体 上 存在 单 碱 基 突变 , 碱 基 的 插 人 、 缺 失 和 VNTR 序列 变异 ,构成 多 态 性 标记 。Y 
染色 体 除了 拟 常 染色 体 区 段 外 ,在 减 数 分 裂 时 大 部 分 不 与 X 染 色 体重 组 ,这 些 非 重 组 部 分 多 
态 性 标记 只 能 从 父亲 遗传 给 儿子 ,属于 一 种 单 体 父系 遗传 方式 。 对 于 男性 嫌疑 人 的 认定 ,男性 
个 体 癌 闲 权 关 系 鉴定 案件 的 调查 以 及 重建 父系 家 族 关 系 时 有 特殊 的 意义 。Y - STR 基因 型 在 
不 同 群体 的 构成 有 差异 ,在 不 同 个 体 间 有 差异 ,是 目前 法 医学 鉴定 常用 的 标记 系统 。 近 年 来 ， 
随 着 对 站 染色体 序列 研究 的 深入 ,染色 体 上 的 SNP 的 分 布 与 分 型 在 法 医学 的 应 用 研究 已 经 
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成 为 一 个 热点 。 

{ 二 ) 遗 传 标记 系统 多 态 性 评估 

为 达到 较 高 的 识别 能 力 ,法 医学 选择 遗传 标记 时 通常 首选 高 多 态 性 标记 系统 。 多 态 性 
度 高 ,识别 能 力 高 ,法 医学 鉴定 中 的 实用 价值 就 高 。 评 佑 多 态 性 高 低 常用 和 遗 传 学 指标 有 杂 合 
(heterozygosity, H) ,法 医学 应 用 评估 指标 有 个 体 识 别 能 力 (diserimination power, Dp) 和 非 父 
(probability of exclusion, PE)。 三 个 评估 指标 均 可 租 过 相应 的 计算 公式 计算 。 影 响 多 态 折 
低 主 要 有 两 个 因素 ,一 是 基因 座 上 的 等 位 基因 数 ,二 是 群体 中 等 位 基因 频率 分 布 。 一 般 情 
下 ,遗传 标记 系统 的 等 位 基因 数 越 多 ,等 位 基因 频率 分 布 越 平均 ,多 态 性 程度 越 高 。 评 估 多 
性 的 三 个 指标 主要 通过 群体 调查 ,观察 等 位 基因 数 和 计算 基因 频率 ,然后 可 以 得 到 该 基因 只 
立体 遗传 参数 。 

法 医学 个 体 识别 鉴定 和 亲子 鉴定 结论 都 是 双向 性 的 ,要 么 排除 同一 性 或 亲生 关系 ,要 么 是 

认定 同一 性 或 亲生 关系 。 选 择 高 多 态 狂 址 传 标记 的 上 且 的 是 要 求 达到 遗传 表 型 具有 高 度 的 个 体 
特异 性 ,鉴定 结论 能 够 是 排除 是 绝对 的 ,认定 也 是 绝对 的 。 虽 然 从 统计 学 理论 分 析 , 不 可 能 达 
到 这 一 终极 目标 ,但 当 某 一 种 基因 表 型 是 一 种 极其 罕见 的 小 概率 事件 时 ,接近 的 绝对 排除 或 认 
定 结论 是 有 可 能 和 的。 例如 某 现场 的 精 斑 与 嫌疑 人 的 检 材 经 过 12 个 STR 基因 座 检 测 , 所 有 的 基 
型 均 相 同 ,计算 累计 匹配 概率 为 10- 8, 意思 是 在 一 千 亿 无 关 个 体 中 ,此 遗传 表 型 是 唯一 的 ， 
此 时 认定 嫌疑 人 是 罪犯 应 毫 无 疑问 。 当 一 个 嫌疑 父亲 在 检测 13 个 STR 基因 座 后 , 仍 不 排除 他 
是 有 争议 孩子 的 亲生 父亲 ,计算 似 然 率 超过 2 000, 父 子 关系 相对 机 会 超过 99.95% ,认定 亲生 
关系 也 应 无 疑义 。 累 积 平均 匹配 概率 达 10- ,累计 非 父 排除 率 达 0.999 5 是 目前 国际 上 通行 
的 统计 学 衡量 指标 。 昌 前 常用 的 STR 基因 座 多 态 狂 程度 比较 低 , 二 态 座位 SNP 多 态 性 更 低 ， 
唯一 的 办 法 是 同步 检测 多 个 基因 座 , 这 是 法 医 物 证 学 近年 来 应 用 研究 的 重点 。 

要 达到 一 个 公认 的 规范 的 鉴别 能 力 标准 ,至 少 要 检测 多 少 个 遗传 标记 系统 ,是 法 医学 应 用 
所 关注 的 问题 。 法 医学 应 用 选择 的 STR 基因 座 , 等 位 基因 数 一 般 在 10 ~ 20 个 , 杂 合 度 0.7 左 
右 ,多 态 性 程度 较 低 , 复 合 扩 增 13 ~ 16 个 基因 座 一 般 能 够 达到 鉴定 要 求 。SNP 座位 为 二 等 位 
基因 结构 ,同步 检测 多 少 个 SNP 才能 够 达到 专业 衡量 指标 ,从 多 态 性 理论 推算 或 者 实际 案件 
检测 的 角度 分 析 ,SNP 基因 座 检 测 的 基本 数目 应 予 确 定 。Delahunty 等 (1996) 首 次 应 用 赛 核 苷 
酸 连接 试验 (oligonucleotide ligation assay，OLA) 对 多 SNP 基因 座 同步 分 析 进 行 了 尝试 。 针 对 每 
一 个 SNP, 设 计 有 检测 探 针 和 示 踪 探 针 , 均 含 约 20 RER, 分别 用 生物 素 和 同位 素 2P 标记 。 
OLA 反应 中 ,先行 扩 增 样品 DNA, 两 种 探 针 均 与 样品 扩 增 产物 杂交 。 检 测 的 特异 性 的 关键 在 
检测 探 针 的 3' - 未 端的 碱 基 是 否 与 靶 片段 匹配 ,如 果 是 匹配 关系 ,反应 体系 中 的 T4 连接 酶 则 
将 检测 探 针 与 示 踪 探 针 连接 起 来 ,形成 稳定 的 "检测 探 针 / 靶 DNA 扩 增 产物 / 示 踪 探 针 "三 明治 
状 杂交 产物 , 示 踪 分 子 2P 显示 阳性 结果 。 作 者 选择 了 11 条 染色 体 上 的 19 个 SNP 基因 座 ; 
AT3,PROS1, BCHF, ARSB, CG26, VB14, VB6.9, TYR, IGF2, VWF, COL2A1, F7, CA3, HT3, 
VA28,VA23, BCL2, LDLR 和 PRNP。 每 位 点 的 二 个 等 位 基因 ,相应 设计 的 2 个 检测 探 针 均 用 生 
物 素 标记 ,未 踪 探 针 采 用 dU - 毛 地 黄 毒 并 标记 ,最 色 反 应 利用 抗 毛 地 黄 毒 苷 抗体 ELISA 
系统 。 阳 性 为 深 红色 ,阴性 为 无 色 ,以 微 反应 板 色谱 计 测定 490nm 处 的 吸收 光谱 值 ,大 于 0.15 
为 阻 性 , 低 于 0.15 为 阴性 。 检 测 结果 转化 为 数字 :基因 1 RE ER 2 阴性 基因 型 的 个 体 为 1 
型 ;基因 1 阴性 .基因 2 阳性 者 为 2 型 ;基因 12 均 为 阳性 杂 合子 个 体 为 3 型 ;基因 12 均 为 阴 
性 为 4 型 ,其 中 4 型 代表 PCR 扩 增 失 败 ,此 型 占 总 个 体 数 不 到 1% 。 作 者 根据 群体 调查 确定 19 
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个 SNP 座位 的 二 基因 频率 比值 平均 为 2:38, 计 算出 19 座位 的 累计 平均 匹配 概率 为 4.8 x 
19…"。 在 基本 方法 确定 后 ,所 有 的 加 样 ,洗涤 杂交 过 程 均 可 利用 机 械 手 操作 平台 完成 ,作者 对 


PCR - OLA 法 同步 检测 多 个 SNP 多 人 态 性 问题 作 了 有 益 的 探讨 。 


Brenner(2001) 认 为 ,达到 法 医 鉴定 需要 的 鉴别 能 力 , 至少 需要 多 少 个 标记 系统 , 受 多 个 因 
素 影 响 。 对 于 个 体 识别 鉴定 而 言 ,一 个 章 基 因 座 VNTR - RFLP 检测 的 多 态 性 ,由 当 于 2 个 STR 
座位 ,或 6 个 SNP; 而 对 于 亲子 鉴定 ,一 个 VNTR - RFLP 系统 相当 于 3 个 STR 或 者 12 个 SNP, 如 
果 用 于 典型 的 混合 斑 个 人 识别 鉴定 ,这 个 比率 则 为 1:4:27。 目 前 学 术 界 基本 能 够 接受 的 意见 
是 ,个 体 识别 鉴定 需要 50 个 常 染色 体 SNP, 亲子 鉴定 要 100 个 SNP 基因 座 ,才能 够 达到 日 前 


PCR - SIR 分 析 系 统 的 鉴别 能 力 。 发 现 与 确定 SNP 基因 座 目前 不 是 难题 


,现在 公共 数据 库 中 


已 经 有 100 万 个 以 上 的 SNP(http://snp. cshl.org/)。 利 用 生物 芯片 技术 检测 展示 的 多 SNP 组 


合 , 单 从 多 态 性 程度 
在 案件 鉴定 中 的 信息 可 信 度 还 要 通过 实践 的 应 用 评估 。 
(三 ) 生 物 芯片 在 物证 鉴定 中 的 应 用 


言 ,50 ~ 100 个 SNP 基因 座 组 合 在 理论 上 是 能 获得 可 靠 的 鉴别 力 , 不 过 ， 


生物 必 片 根据 生物 化 学 反应 过 程 分 类 ,分 为 样品 制备 芯片 ,生化 反应 芯片 及 各 种 检测 芒 片 
等 。 检 测 技术 的 核心 是 核酸 分 子 杂交 ,借鉴 大 规模 集成 电路 制作 的 思路 ,设计 不 同 的 赛 核 昔 酸 
探 针 ,按照 顶 先 设计 的 阵列 顺序 将 众多 的 探 针 固 定 在 载体 支持 物 上 ,然后 与 标记 的 样品 分 子 同 


步 进行 杂交 。 或 者 将 不 同 的 样品 得 DNA 分 子 固定 在 载体 表面 上 ,然后 与 不 同 的 探 针 杂交 。 检 
测 每 个 探 针 分 子 的 杂交 信号 阴性 或 阳性 以 及 杂交 信号 的 强度 可 以 获得 样品 分 子 的 数量 和 序列 


信息 。 由 于 探 针 的 点 阵列 是 高 密度 的 , 探 针 的 原 位 合成 技术 和 照相 平板 和 


出 技术 结合 以 及 激 


光 共 聚焦 显 微 技 术 的 应 用 ,使 核酸 杂交 实现 集成 化 \ 高 通 量 ,使 一 次 性 对 


时 2 .准确 的 检测 与 分 析 。DNA 芯片 开拓 了 一 个 同步 检测 多 个 遗传 标 


Ef 品 大 量 序列 进行 实 
记 系 统 的 新 技术 ,在 


法 医学 物证 鉴定 中 将 发 挥 重要 的 作用 ,而 样品 制备 芯片 和 生化 反应 昔 片 ( 
证 学 中 的 应 用 研究 也 有 一 定 的 发 展 。 


PCR 芯片 ) 在 法 医 物 


1. 微量 核酸 样品 的 制备 。 在 法 医 实践 中 经 常 遇 到 样品 量 称 少 的 情况 ,用 传统 的 方法 进行 
核酸 的 分 离 和 纯化 非常 困难 , 它 包 括 了 细胞 分 离 、 破 胞 、 脱 蛋白 \ 提 取 DNA. PCR 等 多 方面 的 工 


作 。 而 生物 芯片 的 构造 特点 决定 了 在 生物 芯片 上 进行 样品 制备 只 需要 极 


微量 的 样品 ,这 在 法 


E DNA 分 析 中 具有 很 高 的 实用 价值 。 宾 夕 法 尼 亚 大 学 的 研究 小 组 研究 的 一 种 微 过 滤芯 片 已 
经 能 够 从 血液 中 得 到 高 收 率 的 人 白细胞 。 为 了 把 不 同 的 癌 细 胞 、 细 蔚 或 病毒 从 氨 样 \ 水 伴 或 其 


他 液体 样品 中 分 离 出 来 ,人们 设计 加 十 了 介 电 电泳 (dielectophoresis) 芯 片 
实现 了 对 乳腺 癌 细 胞 和 正常 单 核 白细胞 的 分 离 。 芯 片 中 的 破 胞 方法 有 芯 


,用 该 芯片 现 已 成 功 
片 升温 破 胞 、 变 压 脉 


冲破 胞 ,以 及 化 学 破 胞 等 。 在 捕获 DNA 方面 , Cepheid 公司 应 用 湿 法 蚀刻 和 反应 离子 蚀刻 /等 
离子 乌 刻 等 工艺 存 硅 片上 加 工 出 含有 5 000 个 高 200 pm, 直径 20 pm 的 具有 细 柱 式 结构 的 


DNA 蔡 取 芯片 ,专门 用 于 提取 低 浓度 ( 低 于 105 个 目标 DNA) 和 高 浓度 (1 


00 ~ 1 000 ng/mL 量 


级 ) 的 DNA。 目 前 , Cepheid 公司 已 经 开发 出 功能 更 强大 的 样品 制备 芯片 。 


由 子 生 物 芯 片 样 品 


制备 技术 利 芯片 PCR 技术 所 需 样 品 量 少 ,反应 速度 快 .无 交叉 污染 ,所 以 ,该 技术 用 于 法 医 


DNA 分 析 将 大 大 提高 法 医 鉴定 的 速度 和 鉴定 结果 的 准确 性 。 


2.STR 基因 座 分 型 检测 。STR 基因 座 多 态 性 本 质 是 VNTR 序列 ,法 医学 应 用 的 座位 大 多 数 
是 四 核 音 酸 STR 座位 ,少数 是 五 核 营 酸 座位 ,分 型 稳定 ,重复 性 好 ,等 位 基因 片段 一 般 在 400 bp 
以 下 。PCR - STR 分 型 是 目前 法 医学 鉴定 的 主要 手段 ,常规 采用 多 座位 复合 扩 增 方法 提高 单 
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次 检测 的 信息 量 , 累 计 多 个 基因 座 的 鉴别 信息 ,可 以 达到 10-2 的 平均 匹配 概率 。STR 座位 片 
段 长 度 等 位 基因 的 鉴别 需要 高 分 辩 的 电泳 技术 ,区 别 数 bp 长 度 差异 的 等 位 基因 ,技术 要 求 较 
高 。 应 用 生物 芯片 技术 可 以 避免 电泳 程序 可 能 出 现 的 误差 ,应 是 一 项 有 前 途 的 技术 手段 。 但 
采用 芯片 技术 检测 多 个 STR 基因 座 作 过 多 次 尝试 ,效果 均 不 够 理想 。 在 VNTR 座位 ,相差 一 个 
重复 单位 就 形成 一 个 等 位 基因 ,STR 的 各 等 位 基因 长 度 间 差别 可 能 只 有 4bp, 重 复 单位 的 序列 
相同 或 只 有 个 别 碱 基 差 异 ,以 常规 芯片 的 被 动 杂 交 方 法 检测 时 ,等 位 基因 探 针 与 靶 基 因 片 段 常 
出 现 滑动 杂交 (slippage hybridization) ,出 现 假 阳性 结果 ,使 等 位 基因 和 基因 型 的 误 判 。 常 用 来 
解决 杂交 忠实 性 的 办 法 是 提高 杂交 温度 和 降低 离子 强度 ,人 为 提高 核酸 分 子 杂交 条 件 的 强度 。 
但 是 这 种 人 为 控制 的 杂交 条 件 必须 在 DNA 阵列 的 每 一 个 点 上 是 一 致 的 ,均一 的 ,才能 使 整个 
芯片 上 所 有 点 上 不 同 序列 的 DNA 分 子 同 时 完成 杂交 。 显 然 ,采用 被 动 杂交 、 又 要 求 杂交 的 均 
一 性 和 忠实 性 ,操作 难度 大 ,过 程 烦琐 费时 ,试验 一 直 未 获 满 意 的 效果 。 

Radtkey 等 (2000) 根 据 DNA 杂交 动力 学 原理 ,利用 不 同 碱 基 堆 积 能 (stacking energy) 的 差 
异 , 设 计 由 电场 控制 的 主动 杂交 微 阵 列 系统 检测 THO 和 CSF1PO 两 STR 基因 座 获得 成 功 。 该 
技术 的 主要 优点 是 利用 电场 作用 ,完成 探 针 与 靶 DNA 片段 主动 杂交 过 程 。 在 人 为 控制 的 高 强 
度 杂 交 条 件 下 ,避免 了 芯片 赛 核 苷 酸 阵 列 中 重复 序列 位 置 上 的 滑动 杂交 产物 形成 。 以 THO E 
位 为 例 ; 

靶 片 段 序列 :5' - ACACAGACTCCATGGTG[ AATG], AGGGAAATAAGGGAGGA - 3’ 

其 中 n =4~ 10, 表 示 此 基因 座 有 4,5,6,7,8,9 和 10 等 7 个 等 位 基因 。 

针对 THOI 座位 检测 ,分 别 设计 捕获 (capture) 寡 核 苷 酸 探 针 分 子 和 示 踪 (reporter) 寡 核 苷 酸 
分 子 , 分 别 以 生物 素 (biotin) 和 荧光 染料 Bodipy Texas Red (BTR) 标 记 。 

捕获 分 子 :5' - biotin - TCCTCCCTTATTTCCCT[ CATT ]4 -10 - 3’ 

示 踪 分 子 :5' - CATTCACCAT- BTR - 3/ 

捕获 分 子 的 定位 , 靶 序 列 扩 增 片段 杂交 , 示 踪 分 子 的 定位 均 依靠 电场 的 作用 , 故 微 芯片 的 
制作 与 被 动 杂交 装置 不 同 ,每 一 个 阵列 点 都 联系 着 电极 (图 17- 32)。 


17-32 微 电 场 DNA 芯片 装置 (Ronald) 
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分 型 检测 基本 过 程 如 下 :中 客 核 萌 酸 捕获 分 子 经 过 电场 作用 分 别 定位 在 芯片 的 特定 点 的 
衬 垫上 ,采用 交流 电 每 衬 垫 点 电流 0.8 pA, 以 正 电 38 ps 和 负电 25 ps 转换 , 共 25 s。 回 样品 
DNA 扩 增产 物 以 电 杂 交 方 式 与 捕获 分 子 杂交 结合 ,每 衬 热点 电流 1.6 pA, IEB 19 ps 和 负电 
12 ps 转换 , 共 3 min, APBD FSB DNA 出 现 滑动 杂交 ,此 杂交 温度 控制 在 32 =34 Co 
洗涤 去 除 多 余 的 靶 DNA。@ 加 入 示 踪 分 子 溶液 , 示 踪 分 子 与 对 DNA 片段 的 5' 端 杂交 结合 。 
此 时 已 形成 “捕获 分 子 / 靶 DNA 分 子 / 示 踪 寡 核 音 酸 分 子 " 的 三 明治 复合 物 ,30 ~ 40 CHA HE AR 
下 洗涤 数 次 ,去 除 错 配 的 等 位 基因 。@ 阵列 荧光 图 像 检测 ,记录 结果 。 

从 图 17-33 表示 的 基本 原理 中 可 以 看 出 ,设计 的 关键 是 捕获 分 子 中 的 重复 单位 数 。 捕 获 
分 子 加 示 踪 分 子 的 重复 单位 数 的 和 小 于 靶 等 位 基因 片段 重复 单位 数 时 ,二 者 间 会 出 现 空缺 ; 重 
复 单位 数 和 大 于 靶 片 段 时 ,二 者 间 会 出 现 重 春 , 均 为 错 配 , 不 能 形成 稳定 的 三 明治 复合 结构 ,30 
-40 避 温 度 条 件 下 洗涤 可 以 消除 暂时 结合 上 的 不 稳定 的 示 踪 分 子 。 只 有 当 捕获 分 子 与 示 踪 
分 子 的 重复 单位 总 和 等 于 靶 等 位 基因 重复 单位 数 时 ,才能 形 最 成 稳定 的 杂交 复合 物 , 显 示 阳 性 
结果 ， 
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图 17-33 分 子 杂 交 检测 STR 基因 型 的 袁 核 背 酸 系统 (Radtkey) 


Radtkey 等 建立 的 电场 控制 的 主动 杂交 DNA 芯片 方法 解决 了 两 个 关键 技术 问题 。 在 电场 
的 控制 下 ,完成 捕获 分 子 的 定位 和 靶 DNA 片段 的 杂交 ,同时 具有 浓缩 罕 核 萌 酸 的 作用 ,提高 杂 
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交 效 率 和 检测 的 灵敏 度 ,50 ng 模板 DNA 就 可 以 完成 STR 分 型 检测 。 电 杂交 明显 缩短 了 检测 


时 间 ,捕获 分 子 与 靶 基 


片段 杂交 可 以 在 5 min 内 完成 。 另 一 个 是 针对 各 不 
捕获 分 子 ,是 准确 检测 出 等 位 基因 的 关键 因素 。 在 人 为 控制 的 较 高 温度 . 较 低 


同等 位 基因 设计 
离子 强度 的 杂交 


条 件 下 ,捕获 分 子 与 靶 分 子 才能 达到 完全 匹配 , 碱 基 “堆积 "的 杂交 复合 物 最 稳定 , 才 出 现 阳 性 


结果 ,可 以 准确 地 判定 样品 的 基 
列 间 有 微 / 


只 要 合成 相应 的 捕获 分 子 寡 核 童 酸 就 能 获得 阳性 结 和 
按照 目前 法 医学 鉴定 对 遗传 标记 的 鉴别 能 力 要 对 


座 , 以 每 基 
这 在 芯片 的 
定 ,简化 检测 
分 析 多 STR 
能 否 适 用 了 

3. SNP 基 


座 12 eae 


基因 


AR, ERRERA STR EAL, g 
EES, RAA SEA A THO 座位 的 9.3 基 


a BB 
) ,也 能 采用 该 法 准确 检测 ， 


g 


座 , 理 论 上 的 论证 是 可 行 的 ,但 是 有 关 STR 基 
F 各 类 陈旧 、 微 量 ,腐败 生物 学 检 材 的 检验 鉴定 ,自前 尚 在 研究 中 。 

座 分 型 检测 。SNP 在 基因 座 中 高 密度 分 布 ,具有 稳定 的 遗传 。 
基因 结构 的 标记 ,以 单个 座位 比较 而 言 ,SNP 的 多 态 性 是 最 低 的 。 从 法 


控制 


,一般 需 要 同步 检测 13 ~ 16 个 STR 基因 
算 ,大约 200 个 杂交 点 构成 的 芯片 
所 作 .上 不 是 难题 。 采 用 芯片 技术 分 型 STR 基因 座 避 免 了 等 位 基因 片段 长 度 的 测 
程序 ,减少 人 为 误差 ,具有 一 定 的 技术 优势 。 电 场 


阵列 就 可 以 完成 同步 检测 ， 


的 主动 杂交 DNA 芯片 技术 


座 的 选择 与 组 合 以 及 该 方法 


为 是 二 等 位 
的 要 求 分 析 ， 


医学 应 用 


为 达到 最 大 的 鉴别 能 力 , 选 择 SNP 可 以 参考 以 下 几 个 原则 :人 D 等 位 基因 频率 在 0.2~0.8 之 间 。 


基因 组 中 ,并 非 所 有 的 SNP A 
能 力 最 高 。 有 作者 研究 ,利用 


步 检 测 更 多 的 基因 
对 于 STR 具有 一 定 的 优势 。 


际 法 


Zj 
佑 ,包括 个 体 同一 
SNP 分 型 的 影响 等 
的 问题 等 。 


,不 同 
性 ,检测 灵敏 度 等 实际 检测 中 常 遇 到 


适合 作 遗 传 标记 ,也 并 非 只 有 0.5/0.5 对 等 频率 分 布 的 SNP 识别 
基因 频率 为 0.2 ~ 0.8 的 SNP 标记 构建 高 密度 的 基 
效果 与 0.570.5 频率 分 布 的 SNP 无 明显 差异 。@SNP BE ir PA BEBE (1 ~ 2 cM) ,因而 可 以 同 
座 , 提 高 单 次 检测 的 信息 量 。@ 突 变 率 低 ,SNP 座位 的 遗传 稳定 性 较 好 ,村 
ERRERA DNA 委员 会 对 人 选 的 STR 座位 的 一 个 基本 
是 突变 率 低 于 0.002, 在 筛选 SNP 座位 时 ,至 少 要 参照 这 一 标准 。 付 法 
性 ,不 同 检 材 基质 ,不 同 保存 条 件 、 时 间 
问题 需要 研究 。 还 有 SNP 的 种 属 特异 


因 遗 传 图 谱 ， 


医学 应 用 研究 评 
的 物理 ,化 学 及 生物 学 因素 到 


SNP 遗传 标记 属于 DNA 序列 多 态 性 ,所 有 的 序列 多 态 性 检测 方法 都 可 以 利用 。 传 统 的 限 
性 技术 (RFLP) , 单 链 构 象 多 态 性 (SSCP) , 异 源 双 链 体 测定 技术 如 变性 梯度 
温度 梯度 凝 胶 电 泳 (TCGE) ,等 位 基 
定 等 。 但 这 些 技术 均 依 靠 电泳 技术 ,难以 进行 大 规模 、 自 动 化 .多 座位 同步 检测 。 针 对 SNP 的 
高 道 最 检测 ,近年 来 ,已 研究 有 多 种 新 方法 。 其 中 生物 芯片 技术 
定 , 分 子 的 标记 、 数 据 的 读 取 与 分 析 都 取得 1 


制 性 片段 长 度 多 态 
BENE E Dk (DGGE) Al 


备 , 探 针 的 合成 与 固 


原理 是 DNA 分 子 杂交 ,在 


相 载体 表面 上 直接 合成 寡 核 萌 酸 探 针 ,或 采用 高 精密 度 机 械 手 将 


特异 性 


E PCR(AS - PCR), DNA 序列 测 


最 具有 了 吸引 力 ,在 样品 DNA 制 
长 足 的 进步 。 芯 片 技术 的 基本 


合成 好 的 寡 核 苷 酸 探 针 直接 点 样 在 载体 表 而 上 ,构成 密集 的 分 子 阵 列 。 再 与 丢 DNA 扩 增 产物 


杂交 。 根 据 激光 激发 杂交 信号 的 不 
,法 
体 资 料 调查 ,检测 方法 的 建立 。 昌 然 尚 在 研 
巨大 潜力 不 容 置疑 。 

同 相差 仅 一 个 碱 基 , 探 针 与 靶 DNA 片段 的 杂交 常会 出 现 错 配 杂交 产 


集 信号 ,计算 机 处 理 数 据 。 目 前 
在 基因 座 的 选择 , 群 
存在 困难 ,但 芯片 技术 的 

SNP 座位 的 等 位 基 


同 波长 区 分 阳性 与 阴 | 


性 结果 


,由 激光 共聚 焦 显 微 镜 检测 、 收 


物证 学 研究 的 热点 是 应 用 


生物 芯片 技术 检测 SNP, 重 点 
f 究 阶段 ,虽然 某 些 技术 细节 仍 


物 ,导致 假 阳性 结果 。G 记 等 (2001) 设 计 一 种 等 位 基因 特异 性 通用 示 踪 引物 ,建立 起 多 SNP E 
位 复合 扩 增 检测 分 型 系统 方法 。 作 者 设计 了 两 套 引物 ,一 套 是 起 始 引 物 , 先 行 扩 增 含有 SNP 
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座位 的 报 片 段 。 另 一 套 为 检测 引物 ,是 针对 
座 要 有 两 个 正 向 (F) 引 物 和 一 个 反 向 (R) 引 


物 的 5 端 通用 序列 不 相同 ,3' 末 端 碱 基 分 别 


续 延 伸 形 成 扩 增 产物 ,否则 没有 产物 。 检 澳 
增产 物 。 作 者 的 这 种 设计 使 决定 等 位 基因 
列 , 其 次 是 引物 3 末端 碱 基 ,分 别 是 对 应 关 
物 , 但 是 能 够 从 起 始 引 物 的 扩 增 产物 中 延 人 
ERR 20 碱 基 组 成 的 通用 引物 。 因 届 
直接 扩 增 中 因 引 物 3" 端 一 个 碱 基 错 配 导致 
列 可 以 从 起 始 扩 增产 物 中 分 别 扩 增 出 SNP 


Bit 
的 2 个 等 


二 等 位 基因 SNP 基 
网 ,这 些 座位 特异 性 引 
与 和 SNP 相应 区 域 互补 ,引物 的 5 端 含有 20 碱 基 , 与 地 序列 
与 SNP 多 态 性 碱 基 对 
通用 序列 是 一 敏 的 。 在 PCR 退火 阶段 ,只 有 RRRA 
结果 , 杂 合子 有 两 个 
特异 
Ro TARAS 
扩 增 
t , 极 大 地 提高 了 检测 
的 可 


座 设 计 的 。 人 等 一 个 SNP 基因 
物 的 3 端 含有 16~ 27 RE, 
社 , 称 通用 序列 。 二 个 正 向 引 
应 ,也 不 相同 ,而 反 向 引物 中 
SNP 多 态 碱 基 互 补 时 ,引物 才能 旨 
扩 增 产物 , 纯 合 子 只 有 ATT 
性 有 两 种 因素 ,一 是 5' 端 含 20 碱 基 的 通用 序 
物 不 能 直接 从 模板 DNA 扩 增 出 PCR 

在 第 二 次 扩 增 中 ,决定 等 位 基因 特异 性 
特异 性 ,最 大 限度 地 减少 了 
能 性 。 两 个 通用 序列 和 一 个 反 向 通用 序 
位 基因 。 针 对 SNP 两 个 等 位 基因 的 通 月 


不 互 


所 以 


序列 分 别 用 FAM 和 JOE 荧光 标记 , 扩 增 产物 


料 ,取得 满意 的 效果 。 目 前 检测 10 ~ 13 


BE EI LA H 
以 采用 生物 芯片 技术 检测 。 作 者 已 经 测试 了 80 多 个 
个 SNP 的 同 


Prism377 凝 胶 自动 测序 仪器 分 析 , 也 可 
SNP 基因 座 , 调 查 了 3 个 群体 的 频率 资 
步 检 测 系统 产品 正在 研制 并 开始 常规 生 


产 ,作者 有 信心 设计 出 更 多 SNP 座位 同步 检测 系统 产品 , 供 法 医学 鉴定 应 用 。 作 者 还 强调 ,该 


方法 设计 的 PCR 体系 , 扩 增 产物 1 
学 检 材 的 分 析 鉴 定 。 

近 午 来 SNP 的 检测 方法 的 研 
多 SNP 座位 分 析 的 方法 。 先 利用 


A 


长 度 不 到 100 bp, 相 


信 竟 适用 于 腐败 ,陈旧 和 微 直 的 法 医生 物 


究 有 了 多 种 探索 ,Divne 等 (2001) 利 用 液 相 微 测 序 技术 建立 起 
机 械 手 将 各 探 针 DNA 片段 点 样 在 一 张 硅烷 化 处 理 的 载 玻 片 


上 ,经 过 甲醛 处 理 ,形成 微 阵列 。 作者 选择 C/T 变异 的 SNP 座位 ,以 一 种 茨 光 染 料 TAMRA 标 


记 ddCTP 


ddTTP, 分 两 个 PCR 反应 体系 进行 。PCR 过 程 中 ,引物 链 以 双 脱 氧 核 苷 酸 末端 形式 


终止 在 多 态 碱 基 处 。 然 后 与 微 阵列 中 的 探 针 杂交 ,形成 的 杂交 产物 带 有 荧光 标记 物 为 阳性 ,在 


激光 共 育 焦 显微镜 下 观察 并 记录 结果 。 为 了 获得 高 关 敏 度 的 效果 ,作者 设计 的 PCR 系统 


扩 增 


产物 很 短 , 极 有 利于 微量 、 陈 I 归 和 高 度 腐败 检 材 的 分 析 。 利 用 这 一 检测 系统 ,作者 一 次 分 析 了 


13 个 核 基 


法 医 鉴定 


组 SNP 和 21 个 mtDNA 的 SNP 基因 座 , 样 品 包括 部 分 实际 案件 材料 及 已 知 基 
的 对 照样 品 , 均 获 较 理想 的 结果 。 研 究 结果 说 明 , 方 法 建立 后 ,可 以 增加 被 检测 
提供 一 个 灵敏 .可 信和 ,快速 的 高 鉴别 能 力 的 多 SNP 分 型 系统 。 


型 
的 SNP 数 ,为 


Lareu 等 (2001) 建 立 的 DNA 芯片 技术 分 型 SNP 是 利用 Affymetrix 417 微 阵列 和 Affymetrix 
418 微 阵列 自动 扫描 仪 。 作 者 检测 了 100 个 常 染色 体 SNP 和 32 个 Y - SNP 基因 座 , 先 将 探 针 
在 - - 张 载 玻 片 上 点 样 形成 阵列 , 靶 SNP 的 两 等 位 基因 扩 增 引物 分 别 标记 Cy3 和 Cy5, 然 后 进行 
杂交 。 结 果 检 测 和 和 型 别 判 定 由 微 阵列 扫描 仪 完成 。 

ADL AS HOG mtDNA 的 分 型 技术 也 有 一 定 的 发 展 。Reynolds 等 用 17 条 SSO REX 689 个 


人 的 HVI 区 的 多 态 性 进行 了 分 析 , 还 允 


五 例 案件 的 头发 和 血 痕 进行 了 分 析 , 认 为 该 分 析 法 可 


用 于 个 体 识别 。Cabriel 等 用 27 条 探 针 的 微 阵列 对 105 个 个 体 的 HVIAHVII 内 的 6 个 区 进行 了 
分 型 ,建立 了 一 个 mDNA 单 倍 型 数据 库 ,并 通过 分 析 毛 干 及 陈旧 骨骼 等 实际 案例 检 材 ,证 明 该 


分 析 方法 可 准确 快速 地 用 于 法 医 鉴 定 4 
构建 了 13 500 条 探 针 的 高 密度 芯片 ,有 


该 类 检 材 的 分 析 。 另 外 ,Affymetrix 的 Mark Chee 等 还 
以 对 整个 mtDNA 进行 分 析 。 


作者 认为 ,在 案件 材料 鉴定 时 ,对 常 染 色 体 SNP, mtDNA - SNP 和 了 - SNP 的 分 析 , 微 阵列 
的 设计 应 有 区 别 。 对 杂交 条 件 的 控制 ,分 型 原则 ,检测 灵敏 度 等 应 用 关键 问题 作 了 探讨 。 
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法 医 物证 学 学 科 发 展 一 直 在 不 断 吸 收 其 他 相关 学 科 的 理论 和 技术 ,DNA 芯片 技术 的 高 信 
息 量 的 优势 具有 吸引 力 。 在 医学 诊断 领域 ,对 SNP 进行 了 大 量 考题 研究 ,但 法 庭 科学 的 要 求 
与 临床 医学 不 同 , 应 用 研究 尚 在 起 始 阶 段 。 法 医学 应用 面临 的 挑战 是 : 基因 座 的 选择 ,通过 
群体 调查 确定 基因 频率 ,从 多 态 性 程度 高 低 考虑 ,应 选择 频率 在 0.2 ~ 0.8 范围 内 的 SNP. © 
建立 同步 检测 50 个 以 上 的 复合 检测 系统 ,评估 多 SNP 检测 操作 平台 ,大 约 包括 10 ~ 50 个 PCR 
扩 增 反应 ,要 求 平衡 稳定 地 扩 增 ,并 有 足 量 的 产物 。@ 检 测 灵敏 度 不 低 于 10 ng 模板 DNA 
@ 质 量 控 制 体系 ,防止 样品 间 交 叉 污染 及 其 外 来 污染 。 作 为 一 种 高 新 技术 ,法 医生 物 芯 片 检测 
SNP 的 研究 将 会 继续 ,是 机 中 ,也 是 挑战 。Gil(2001) 在 第 19 启 国 际 法 医 遗 传 学 会 上 对 此 发 表 
了 他 的 意见 ,认为 SNP 目前 只 有 检测 DNA 序列 变异 的 价值 ,以 SNP 代替 目前 常规 应 用 的 STR 
遗传 标记 由 前 只 是 一 种 钓 测 。 现 行 的 国家 级 的 罪犯 DNA 数据 库 都 是 以 STR 为 基础 的 ,由 于 
SNP 与 STR 不 能 够 兼容 ,如 果 以 SNP 替代 STR 将 会 引 来 许多 难以 克服 的 管理 上 的 问题 。Cil 
认为 ,在 Y- SNP 和 mtDNA - SNP 分 型 将 在 法 医 个 体 识别 中 占有 一 席 之 地 ,预期 将 是 目前 方法 
的 一 种 补充 ,而 不 能 兰 代 现 有 的 方法 。 也 有 学 者 认为 目前 的 STR 分 型 将 会 维持 到 2010 年 , 取 
而 代 之 的 是 芯片 技术 ,这 是 一 种 较为 乐观 的 估计 。 法 医学 鉴定 有 其 自身 的 特点 与 要 求 ,从 目前 
的 应 用 研究 到 成 熟 的 标准 化 产品 面市 , 尚 需 时 及 。 

二 、 生 物 芯片 技术 在 法 医 病理 学 中 的 应 用 

{一} 生物 芯片 技术 与 病理 学 进展 

对 疾病 组 织 的 表 型 特征 进行 形态 学 分 析 仍 是 自前 诊断 病理 学 的 常用 方法 。 除 此 以 外 , 许 
多 病理 学 实验 室 还 通过 免疫 组 织 化 学 定量 分 析 或 电子 显微镜 获取 用 于 诊断 的 额外 信息 。 近 
年 来 ,由 于 分 子 生物 学 的 飞速 发 展 ,许多 临床 医生 和 基础 研究 人 员 将 目光 集中 在 疾病 的 遗传 改 
变 和 基因 表达 分 析 上 ,因为 这 是 疾病 生物 学 特征 及 相应 临床 表现 的 基础 。 现 代 医 学 的 核心 是 
揭示 疾病 的 发 生 、 发 展 机 理 ,其 中 基因 或 基因 组 水 平 上 的 分 子 病理 学 研究 则 是 最 新 最 深层 次 
的 病理 学 。 

人 类 所 有 的 疾病 都 直接 或 间接 地 与 基因 有 关 , 因 此 监测 疾病 的 全 基因 组 表达 和 遗传 改变 
具有 重要 意义 。 然 而 , 现 有 的 实验 室 技术 不 适合 于 在 mRNA 水 平 (如 Northem 印迹 、RT - PCR 
和 JSH) 或 蛋白 质 水 平 (如 Westem 印迹 和 IHC) 检 测 大 量 基因 的 表达 。 同 样 , 对 遗传 改变 的 检 
测 ,目前 的 技术 要 人 么 分 辩 率 高 但 检测 量 有 限 { 如 用 突变 分 析 检测 单 碱 基 改 变 ,Southem 印迹 杂 
交 、 直 接 测 序 和 ISH) ,要 么 检测 量 大 但 分 辩 率 有 限 (如 用 比较 基因 组 杂交 技术 分 析 染 色 体 水 平 
的 改变 或 培养 细胞 的 核 型 分 析 )。 同 时 ,所 有 这 些 技术 相对 复杂 且 需 要 特殊 的 设备 和 专业 技 
能 ,这 在 许多 实验 室 还 无 法 满足 。 此 外 ,这 些 技术 劳动 强度 及 耗费 均 很 大 。 所 有 这 些 不 利 因素 
限制 了 其 在 诊断 病理 学 中 的 广泛 应 用 。 

人 类 "生命 登 月 计划 "一 -一 人 类 基因 组 计划 (HGP) 的 实施 和 完成 使 得 人 类 物理 和 遗传 图 的 
构建 及 人 类 疾病 基因 的 鉴定 取得 了 突破 性 进展 ,同时 这 一 生命 科学 的 里 程 碑 昭 示 着 人 类 的 基 
因 组 研究 将 步 人 后 基因 组 时 代 。 利 用 基因 组 序列 信息 发 展 起 来 的 一 些 新 技术 引发 了 目前 生物 
医学 研究 领域 的 革命 。 在 这 些 新 技术 中 ,以 DNA 芯片 为 代表 的 生物 芯片 (biochip) 技 术 克 服 了 
传统 技术 的 诸多 缺点 ,成 为 当前 生物 医学 研究 领域 最 有 生命 力 、 最 前 沿 的 新 技术 。 

生物 芯片 技术 是 新 近 发 展 起 来 的 一 门 新 兴 技 术 , 它 可 以 将 成 二 上 方 乃至 凡 十 万 个 与 生命 
相关 的 信息 集成 在 一 小 的 载体 ( 玻 片 、 硅 片 或 尼龙 膜 ) 上 ,对 基因 、 抗 原 活体 细胞 和 组 织 等 进行 
测试 分 析 。 近 年 来 ,生物 芯片 技术 得 到 了 迅猛 发 展 ,目前 已 有 多 种 类 型 的 芯片 出 现 ,如 DNA i 
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片 ` 蛋 白 芯片 .组织 芯片 等 ,这 些 芯片 技术 具有 低 劳 动 强度 ,高 分 辨 率 .高通 量 的 优势 ,目前 已 广 
泛 应 用 于 生物 医学 研究 的 各 领域 。 同 样 ,在 病理 学 方面 ,生物 芯片 技术 的 出 现 极 大 的 推动 了 分 
子 病 理学 的 发 展 。 

人 类 基因 组 草图 绘制 完成 后 ,生物 医学 研究 的 重点 将 转移 到 了 解 不 同 基因 的 功能 上 来 , 即 
进入 功能 基因 组 时 代 。 基 因 表达 是 一 个 高 度 复杂 并 相互 作用 的 过 程 ,包括 众多 基因 在 时 间 和 
空间 上 快速 动态 改变 。 人 类 基因 组 中 约 有 3.5 万 种 基因 ,每 种 人 类 细胞 一 次 仅 表达 一 小 部 
分 ,这 种 转录 组 的 构成 决定 了 每 种 细胞 类 型 的 独特 功能 。 疾 病 会 引起 组 织 中 基因 的 表达 发 生 
变化 ,对 大 量 基 因 的 表达 进行 分 析 研 究 将 有 利于 阐明 不 同 基 因 间 的 相互 作用 及 其 与 疾病 的 关 
系 。 生 物 芯片 技术 可 以 平行 方式 直接 检测 大 量 基因 的 表达 ,从 而 获取 不 同 组 织 中 个 体 基因 表 
达 的 信息 。 用 生物 芯片 技术 分 析 大 量 基因 的 表达 可 进行 基因 能 聚 \ 疾 病 分 类 、 分 子 诊断 及 疾病 
相关 基因 的 筛选 。 当 色 体 和 基因 删除 . 扩 增 和 非 整 倍 性 可 导致 许多 肿瘤 组 织 内 基因 数目 异常 ， 
对 每 个 细胞 内 的 基因 拷贝 数 进行 定量 可 以 帮助 我 们 了 解 疾 病 过 程 。 微 生物 的 检测 和 分 类 的 主 
要 目的 是 通过 探 针 DNA 非 竞争 性 和 已 知 来 源 的 细菌 或 病毒 DNA 或 RNA 的 阵列 杂交 来 检测 这 
些微 生物 特异 核酸 序列 的 存在 。 这 方面 的 典型 例子 是 人 类 免疫 缺陷 病毒 (HIV) 芯 片 。 此 外 ， 
通过 突变 和 /或 多 态 性 研究 可 进行 疾病 的 易 感 性 分 析 , 根 据 生 物 芯片 提供 的 基因 信息 进行 药物 
筛选 和 治疗 方案 的 选择 等 。 

组 织 芯片 ,又 称 为 组 织 微 阵 列 (tissue microarray, TMA) ,是 1998 年 由 Kononen 等 在 cDNA 微 
阵列 的 基础 上 发 明 的 , 它 是 将 组 织 高 密度 地 固定 于 固 相 载体 上 ,然后 用 不 同 的 基因 PE AR 
抗体 与 之 进行 杂交 或 反应 ,以 研究 目的 基因 或 蛋白 在 不 同 组 织 之 间 的 差异 表达 情况 。 

在 构建 组 织 微 阵列 时 ,首先 根据 HE 染色 结果 确定 待 检 组 织 的 基本 情况 (如 肿瘤 的 大 小 、 
类 型 ,分 级 等 ) ,再 确定 预计 取样 组 织 的 位 置 ,然后 用 不 锈 钢 针 进行 穿刺 (内 径 为 0.6 mm) ,穿刺 
针 附 有 支架 ,以 确定 X、Y 轴 方 向 ,保证 穿刺 的 准确 性 。 一 般 取 材 深度 为 2~ 3 mm, 将 此 柱状 物 
固定 于 一 事先 钻 好 孔 的 模具 上 ,每 个 标本 间隔 0.1 mm, 再 以 0.4 pm 的 厚度 进行 切片 ,将 此 薄 
片 粘 附 于 尼龙 膜 或 玻 片 等 固 相 载体 上 , 即 制 成 了 组 织 微 阵 列 (图 17 - 34)。 每 个 模具 可 以 连续 
切 出 许多 个 组 织 微 阵 列 。 制 备 好 的 组 织 微 阵 列 可 与 标记 探 针 (同位 素 . 生 物 素 或 荧光 染料 标 
记 ) 杂 交 (ISH 及 FISH) 或 与 抗体 进行 反应 (IHC) ,在 DNA, RNA 或 蛋白 质 水 平 检测 靶 分 子 ,结果 
扫描 后 输入 计算 机 用 相应 的 软件 进行 分 析 。 


a 


图 17- 34 组 织 微 阵列 构建 示意 图 
- 361 。 
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Kononen 应 


用 组 织 微 阵列 的 方法 将 645 种 肿瘤 组 织 固定 于 载体 上 制 成 组 织 芯片 , 辣 时 检测 


P 53 HE SE EK (ER)、Myc、ERBB2、CCND1、MYBL2 等 6 种 基因 的 表达 情况 。 同 时 根据 
P 53 和 FR 表达 情况 ,进一步 将 其 分 为 4 组 检测 其 他 基因 的 表达 情况 ,对 乳腺 痛 进 行 更 详细 的 
分 类 及 研究 。 发 现 ERBB2 和 mye 在 缺乏 内 激素 受 体 的 肿瘤 中 较 存在 肉 激 索 受 体 的 肿瘤 有 明 
显 增高 ,而 CCND1 则 无 明显 改变 。 同 时 myc 和 ERBB2 在 P 53 表达 阳性 肿瘤 中 有 明显 增高 。 


与 传统 的 4 


织 病理 学 研究 方法 相 比 ,组 织 微 阵列 具有 明显 的 优势 :首先 ,该 技术 上 其 有 组 织 


“ 扩 增 "功能 。 一 个 标准 的 组 织 块 约 3~5 mm 厚 ,理论 上 可 以 切 上 于 张 5 yom 厚 的 切片 ,但 由 于 
技术 人 员 的 水 平等 诸多 因素 的 影响 ,往往 只 能 急 50 ~ 100 张 左右 。 而 在 构建 组 织 微 阵列 时 ,每 
个 组 织 块 可 穿刺 成 200 ~ 300 个 柱状 物 , 每 个 柱状 物 构成 的 微 阵列 文 可 切 成 2 000 张 2.5 pm 厚 


的 薄片 ,相当 于 


将 有 限 的 组 织 资源 " 扩 增 "了 4 000~ 6 000 倍 。 其 次 ,组 织 微 阵 列 中 的 每 个 样本 


操作 过 程 及 实验 条 件 完全 相同 ,结果 更 具 可 比 性 ,因此 有 利于 实现 质量 控制 及 显 色 方 法 和 结果 


解释 的 标准 化 。 


第 三 , 低 耗 费 。 每 个 微 阵列 仅 需 几 微 升 试 剂 即 可 检测 几 百 甚至 上 千 份 样本 ,这 


样 可 以 节约 试剂, 降低 成 本 ,从 而 使 某 些 疾病 (如 肿 瘦 ) 的 大 规模 第 查 成 为 可 能 。 第 四 ,有 利于 

对 存档 的 病理 检 材 进行 大 规模 的 回顾 性 研究 ,这 在 传统 的 病理 学 研究 中 无 法 做 到 。 
作为 -… 种 全 新 的 组 织 病 理学 研究 技术 ,TMA 尚 存在 着 一 些 问题 需要 进一步 解决 。 首 先是 

构建 微 阵列 中 每 个 组 织 片 的 代表 性 问题 。 构 建 微 阵列 时 ,每 一 样品 取样 多 了 ,阵列 中 所 排列 的 


会 影响 TMA 的 通 量 ;取样 少 可 增加 通 量 ,但 这 么 小 的 组 织 片 能 否 真正 代表 原始 


待 检 织 织 值得 怀疑 。 其 次 是 瘤 前 病变 研究 中 的 代表 性 问题 。 对 瘤 前 病变 或 原 位 癌 , 通 常 只 有 
少量 的 细胞 发 生病 变 , 其 大 小 或 厚度 不 足以 进行 此 类 研究 。 炎 症 或 感染 性 疾病 甚至 癌 组 织 因 


具有 高 度 不 均一 性 ,同样 存在 此 类 问题 。 另 一 个 潜在 的 限制 是 构建 微 阵列 时 需 使 用 福 尔 马 林 


册 定 的 组 织 ,而 


柱 尔 马 林 固定 的 组 织 不 能 用 于 对 RNA 进行 研究 。 目 前 还 没有 用 冰冻 组 织 构建 


阵列 进行 成 功 研究 的 报道 。 对 此 ,用 非 交 联 固定 剂 (甲醇 或 乙醇 ) 规 代 福 尔 马 林 有 望 解决 。 

TMA 可 在 原 位 检测 大 景 临床 组 织 样本 的 分 子 改变 ,为 翻译 基因 组 研究 提供 了 一 个 有 效 的 
技术 平台 。 由 于 TMA 一 次 可 对 数 千 组 织 样本 在 DNA、RNA 或 蛋白 质 水 平 进行 分 析 , 能 快速 提 
供 关 于 新 候选 基 央 或 蛋白 的 细胞 定位 、 流 行 病 学 及 临床 意义 等 方面 的 综合 信息 使 以 基因 组 为 
基础 的 靶 分 子 研究 更 方便 、\ 快 捷 。 组 织 微 阵列 技术 具有 显著 性 加 速 搜寻 分 子 改变 和 瘤 症 的 临 
床 病理 特征 间 的 联系 的 分 子 研究 的 潜能 , 故 对 分 子 和 形态 病理 学 家 而 言 ,组 织 微 阵列 已 成 为 最 
有 前 途 的 研究 工具 之 一 ,其 在 痛 症 研究 及 其 他 病理 学 领域 将 有 极其 广泛 的 应 用 。 目 前 已 有 许 
多 用 TMA 进行 癌症 研究 的 报道 ( 表 17 - 6) 0 


表 17-6 TMAs 在 痛 症 研究 中 的 应 用 


组 织 类 型 n 方法 DER 目的 时 间 
FUR 645 FISH. IHC, MYC. HER2, CGNDI, 17923, 频率 、 方 法 比较 ,分 子 谱 1998 
mRNA ISH 。 20913 .MYBL2, ER, P53 
乳腺 癌 557 FHC ER, PR, HER2 频率 ,整体 比较 1999 
乳腺 癌 612 TISHJIHC HER2 频率 、 预 后 自动 IHC 记 分 2000 
SLA 668 FISH S6K, HER2 频率 .预后 cDNA 芯片 可 靠 性 2000 
IRM 372 FH RAD51C、S6K、PAT1、TBX2 频率 200 
乳腺 瘤 328 HC ER, PR 方法 学 .整体 比较 2000 
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BR 
组 织 类 型 n 方法 STRAE 目的 时 间 
FURE 380 THC ER, PR. HER2 方法 学 比较 2000 
FLERE 13 THC CONDI MEK- 153R cDNA 芯片 可 靠 性 2001 
前 列 腺 癌 371 FISH AMIC .MYC、HER2、CCND1 频率、 肿瘤 预后 1999 
前 列 腺 癌 264 HC IGFBP2, HSP27 肿瘤 预后 .cDNA 芯片 可 靠 性 1999 
前 列 腺 癌 458 MC CGA, SYN 频率 方法 学 比较 2000 
前 询 腺 癌 892 THC Ki -67 频率 、 种 属 比较 2000 
前 列 腺 癌 632 HC NKX3.1 频率 ,肿瘤 预 后 2000 
ie 532 IHC Vimentin BREE cDNA 芯片 可 靠 性 1999 
SRE 2317 FISH.IHC 。 Cyclin E 频率 临床 相关 分 析 2000 
HA 418 IHC IGFBP2 频率 .肿瘤 预后 .方法 学 2000 
FBG 88 THC Topo I alpha 频率 、 相 关 分 析 2000 
神经 胶 质 瘤 160 IHC P53 频率 2000 
17 种 肿瘤 组 织 397 FISH CCNDE CHYC , HER2 不 局 肿瘤 类 型 的 频率 1999 
135 种 肿瘤 组 织 4700 FISH MB-\TA 不 同 肿 瘤 类 型 的 频率 2000 


蛋白 质 是 细胞 中 主要 的 生物 效应 分 子 。 用 cDNA 微 阵列 确定 细胞 内 mRNA 水 平 不 能 提供 
从 基因 到 蛋白 质 的 翻 泽 效率 ,翻译 后 蛋白 修饰 的 程度 或 大 量 蛋 白 间 相互 作用 的 有 关 信 息 。 了 
解 不 同类 型 细胞 中 所 有 蛋白 质 的 水 平 功能 活性 及 其 相互 作用 是 “后 基因 组 ”时 代 研 究 的 主要 
内 容 。 这 对 疾病 的 发 生发 展 极为 重要 。 

经 典 的 蛋 岂 质 研 究 技术 ,如 二 维 电泳 仅 适合 于 检测 大 多 数 高 丰 度 的 缕 白 质 ,而 对 绝 大 多 数 
转录 调节 蛋白 和 其 他 可 能 具有 重要 作用 的 稀有 蛋白 无 法 检测 ;抗体 免疫 技术 通 量 有 限 , 即 使 使 
用 微量 滴定 板 ,每 天 也 只 能 进行 数 百 上 千 次 分 析 , 且 该 技术 一 般 只 能 分 析 已 知 的 蛋白 产物 ,而 
蛋白 组 学 研究 需 同 时 对 大 量 已 知 和 /或 未 知 重 白质 进行 研究 ,显然 传统 蛋白 研究 技术 已 无 法 适 
应 这 一 新 的 要 求 。 如 今 ,在 DNA 芯片 基础 上 发 展 起 来 的 抗体 微 阵列 技术 , 即 蛋白 芯片 KR 
基因 组 学 和 蛋白 组 学 之 间 丰 在 的 信息 空白 。 该 技术 对 细胞 群 , 组 织 或 生物 体液 中 众多 蛋白 的 
定量 研究 极其 适用 , 它 将 数 白 或 数 干 抗体 有 序 排列 在 玻 片 上 ,与 米 源 于 待 检 和 对 照样 本 的 荧光 
标记 的 蛋白 发 生 反应 。 微 阵列 上 的 抗体 与 溶液 中 蛋白 的 抗原 表 位 结合 ,根据 两 样本 间 特 异 蛋 
白 的 荧光 比率 进行 定量 。 

大 量 蛋白 质 组 学 筛选 的 另 一 途径 是 使 用 Aptamer 阵列 。Aptamer 是 一 种 DNA 或 RNA [SE 
BE ,在 体外 通过 指数 式 富 集 法 配 体 进化 ( systematic evolution of ligands by exponential enrichment, 
SELEX) 过 程 从 随机 序列 文库 中 产生 。Aptamer 一 词 来 源 于 拉丁 词 “Aptus”, 意 思 是 “适合 "。 顾 
名 恩 义 ,Aptamer 可 用 于 诊断 和 治疗 过 程 中 的 分 子 识别 。Aptamer 与 抗体 不 同 , 但 有 类 似 抗体 的 
特性 ,能 高 特异 性 、 高 亲 利 力 识别 其 特异 的 配 体 ,并 与 之 相互 作用 。 理 论 上 ,每 个 分 子 都 有 它 自 
己 特异 的 Aptamer。 用 Aptamer 来 探测 非 核 酸 靶 标 有 以 下 优点 :Q 与 靶 标 结合 的 亲和力 和 特异 
性 不 亚 于 单 克隆 抗体 , 旦 它 所 能 识别 的 投标 范围 更 广 ,包括 毒素 及 无 免疫 原 性 的 靶 标 ;@ 通过 
精确 的 体外 选择 过 程 可 筛选 出 具有 最 高 亲和力 和 特异 性 的 Aptamer; @@ Aptamer TATARE 
.363 + 
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稳定 性 好 ,不 易 变 性 和 降解 ,能 长 期 储存 ;@ 容易 标记 和 操作 。 和 蛋白 组 学 研究 需 分 析 大 量 的 蛋 
白 ,包括 已 知 和 未 知 蛋白 ,抗体 技术 显然 已 无 法 适应 ,Aptamer 正好 可 满足 这 一 需求 。 与 成 熟 的 
抗体 技术 相 比 ,Aptamer 研究 仍 处 于 起 步 阶段 ,但 其 发 展 非常 迅速 ,有 关 这 方面 的 研究 正在 广泛 
展开 。 

最 后 ,也 可 将 数 百 或 数 千 个 个 体 蛋 白 排列 在 玻 片上 ,用 这 种 阵列 去 鉴定 蛋白 质 的 功能 活 
性 、 相 互 作用 的 蛋白 成 分 或 蛋白 的 小 分 子 抑制 剂 及 其 他 许多 可 能 的 相关 特性 。 与 DNA 微 阵列 
相 比 ,蛋白 芯片 技术 仍 处 于 早期 发 展 阶段 ,但 在 蛋白 组 学 这 个 重要 研究 领域 中 其 发 展 将 会 非常 
迅速 ,可 以 预计 在 不 久 的 将 来 ,生物 学 家 将 会 用 和 如 今 分 析 基 因 组 相 疗 的 方式 对 蛋白 质 组 进行 
分 析 。 

犹如 天 文学 家 拥有 一 台新 的 超 倍 望远镜 一 样 , 生 物 学 家 借助 生物 芯片 技术 获得 的 分 子 信 
息 可 以 更 好 的 观察 和 揭示 人 体 奥 秘 ,有 助 于 在 人 类 健康 的 认识 方面 取得 突破 。 同 时 ,该 技术 可 
使 病理 学 家 们 的 工作 更 简单 .有趣 ,而 且 也 可 提供 大 量 有 价值 的 信息 帮助 我 们 填补 对 许多 疾病 
认识 的 空白 。 

(二 ) 生 物 芒 片 技术 在 法 医 病理 学 中 的 应 用 

法 医 病理 学 是 法 医学 的 主干 , 它 是 运用 病理 学 的 理论 和 技术 研究 和 解决 涉及 法 律 问题 的 
非 自 然 死亡 者 的 死亡 类 型 .原因 .征象 .机制 及 方式 等 问题 的 一 门 学 科 。 法 医学 是 一 门 应 用 学 
科 , 甚 发 展 离 不 开 相 应 基础 学 科 的 发 展 。 生 物 芯片 技术 推动 病理 学 飞速 发 展 的 同时 必 将 极 大 
推动 法 医 病 理学 的 发 展 。 损 伤 . 死 7 :时间 推断 及 各 种 狂 死 是 法 医 病 理学 研究 的 重要 内 容 , 生 物 
芯片 技术 在 这 些 方面 均 具有 重大 的 研究 应 用 价值 。 

1. 在 脑 损伤 中 的 应 用 。 颅 脑 损伤 为 最 常见 的 一 类 要 械 性 损人 履 ,是 国内 外 法 医 病 理学 及 神 
经 外 科学 中 最 常见 和 最 主要 的 死因 之 一 ,一 直 是 相应 学 科 基 础 和 临床 研究 的 热点 。 由 于 脑 损 
伤 形态 学 变化 同 机 能 障碍 的 不 相称 性 ,有 时 形态 改变 不 显著 的 脑 损伤 导致 死亡 ,此 时 按 传统 观 
点 诊断 死因 就 会 吉 到 困难 。 此 外 , 脑 损 伤 时 间 的 推断 历来 是 法 医学 研究 的 热点 和 难点 ,传统 的 
方法 是 根据 肉眼 及 组 织 学 的 变化 来 推断 损伤 时 间 , 由 于 影响 因素 较 多 ,其 准确 性 较 差 。 

随 着 现代 免疫 学 和 分 子 生 物 学 技术 的 飞速 发 展 ,不 少 人 应 用 免疫 组 级 化 学 、 分 子 生 物 学 技 
术 ( 如 原 位 杂交 、RT - PCR Northern Westem) 结 合 图 像 分 析 , 对 脑 损伤 进行 了 研究 ,以 期 在 脑 损 
伤 的 诊断 和 损伤 的 时 间 鉴 定 上 有 所 突破 。 但 到 目前 为 止 ,多 为 动物 实验 结果 , 少 部 分 人 体 脑 损 
伤 材料 的 研究 ,由 于 研究 方法 ,观察 指标 不 同和 缺乏 系统 性 ,操作 繁 瑛 等 , 距 司法 鉴定 实际 应 用 
还 有 很 大 的 差距 。 同 时 ,致命 性 的 脑 损伤 有 时 常规 病理 切片 上 并 无 明显 变化 , 单 靠 常规 病理 观 
察 难 以 鉴定 死因 。 近 年 来 , 随 着 学 科 的 发 展 和 研究 的 深信 ,人 们 对 创伤 修复 过 程 的 分 子 机 制 有 
了 一 定 的 了 解 。CNS 损伤 可 引起 一 系列 复杂 的 细胞 反应 ,如 损伤 后 立即 释放 兴奋 性 氨基 酸 , 导 
致 神经 元 死亡 ; 单 核 细胞 从 血液 中 迁移 进 人 毁坏 的 神经 组 织 ,转化 成 巨 噬 细 胞 ; 胶 质 细胞 和 种 
细 血 管内 皮 细胞 增生 , 胶 质 疤痕 以 及 神经 新 芽 形成 等 。 这 些 改 变 有 些 不 利于 损伤 组 织 的 修复 
及 神经 功能 的 恢复 ,如 疤痕 形成 会 成 为 再 生 神经 元 建立 新 突 触 联系 的 障碍 ;有 些 则 对 损伤 组 织 
的 修复 及 神经 功能 的 恢复 有 利 。CNS 是 一 个 复杂 的 神经 网 络 ,神经 元 和 非 神经 元 细胞 相互 支 
持 ,以 维持 彼此 的 存活 。CNS 损伤 既 影响 损伤 部 位 的 细胞 ,也 影响 远离 损伤 部 位 的 细胞 。 损 伤 
刺激 通过 信号 传导 途径 激活 细胞 内 的 一 些 转录 因子 ,如 C/EBP、NF - (B. CREB, STAT3, Krox 
等 ,这 些 转录 因子 在 核 内 与 特定 部 位 的 DNA 区 域 结合 调节 大 量 因子 的 转录 和 表达 ,包括 NGF、 
BDNF,NT -3 IL- 1IL- 6,HSP7O,bFCE, TCF - ITNE - 1, 等 等 。 创 伤 后 的 细胞 反应 使 得 介 导 
和 调节 创 俐 收复 过 程 的 上 述 蛋 白 和 因子 表达 增加 ,并 呈现 出 规律 性 的 时 序 性 改变 ,可 望 成 为 颅 
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脑 损 伤 诊断 种 推断 脑 损 伤 时 间 的 新 依据 。 

目前 , 脑 损伤 的 分 子 病理 研究 多 采用 免疫 组 织 化 学 、 原 位 杂交 、RT - PER, Western, Norther 
等 技术 在 蛋白 ,DNA 或 RNA 水 平 检测 上 述 大 量 细胞 因子 、 营 养 因 子 、 转 录 因 子 等 的 表达 ,对 脑 
损伤 后 的 损伤 反应 和 修复 机 制 进行 研究 。 现 今 对 脑 损 伤 的 一 些 分 子 机 制 的 认识 均 采 用 这 些 传 
统 的 研究 方法 获得 ,取得 了 不 少 成 绩 。 这 些 方法 虽然 准确 可靠, 但 检测 通 量 有 限 ,无 法 同时 检 
测 大 量 基因 的 表达 。 而 CNS 是 一 个 非常 复杂 的 神经 网 络 , 脑 损伤 可 引起 成 千 上 万 的 基因 同时 
表达 ,大 量 检 测 这 些 基因 的 表达 可 掌握 其 中 包含 的 时 空 信息 ,有 助 于 了 解 基因 的 调控 机 制 。 生 
物 芯 片 技 术 的 出 现 , 使 脑 损伤 的 全 面 .综合 分 析 成 为 可 能 。 随 着 人 类 基因 组 计划 的 完成 ,通过 
基因 芯片 技术 能 确定 细胞 内 所 有 基因 的 表达 谱 。 将 基 轩 芯片 技术 与 差异 表达 技术 有 机 地 结 
合 , 通 过 对 脑 损伤 后 损伤 周围 各 种 神经 细胞 和 相应 正常 对 照 脑 组 织 基因 表达 进行 差异 比较 ,可 
对 脑 损伤 的 发 生 、 发 展 的 分 子 机制 和 调控 机 理 进 行 详细 的 研究 。 
用 数 千 个 他 基因 (如 原 况 基 因 和 元 癌 基 因 、 细 胞 凋 亡 相关 蛋白 及 应 急 反 应 蛋白 细胞 受 体 、 
生长 相关 基因 .转录 因子 等 )}cDNA 克隆 制 成 cDNA 芯片 ,从 人 脑 损伤 组 织 及 对 照样 本 抽 提 mR- 
NA, 用 RT- PCR 方法 标记 并 纯化 。 在 一 链 合成 中 掺 人 荧光 标记 dUTP, 用 Cy3 - dUTP 标记 正常 
对 照 脑 组 织 mRNA,Cy5 - dUTP 标记 损伤 脑 组 织 mRNA , 制 成 杂交 探 针 。 探 针 与 芯片 杂交 后 ,用 
扫描 仪 提取 基因 表达 的 菊 光 信号 强度 值 ,经 InaCene 3.0 软件 分 析 Cy3 和 Cy5 两 种 荧光 信和 号 的 
强度 和 比值 ,筛选 出 与 脑 损 伤 易 著 相 关 的 表达 基因 (图 17 - 35)。 再 用 这 些 筛选 出 的 基因 制 成 
cDNA 诊断 芯片 , 即 可 用 手 脑 损伤 的 诊断 及 损伤 时 间 的 推断 。 

2. 在 冠 心病 狸 死 诊 断 中 的 应 用 。 狐 死 是 貌似 健康 的 人 因 潜 在 的 疾病 或 功能 障碍 所 引起 
的 突然 的 意外 的 死亡 。 由 于 其 死亡 具有 很 大 的 意外 性 ,往往 引起 怀疑 ,因此 狸 死 的 死因 诊断 是 
法 医 病理 学 的 一 个 重要 内 容 。 在 成 人 狐 死 中 心血 管 系统 疾病 占 首位 ,尤其 是 冠 心病 。 在 冠 心 
病 独 死者 中 绝 大 多 数 具有 较 明显 的 血管 心脏 病理 改变 ,诊断 无 多 大 困难 。 但 少数 冠 心 病 狸 死 
者 ,未 见 明 显 的 病理 改变 ,如 冠状 动脉 粥 样 硬化 不 明显 心肌 也 未 见 明 显 的 梗死 灶 等 。 心 肌 梗 
死 灶 一 般 需 经 8~ 12 方 可 辨认 ,车 症状 发 作 后 8h 内 死亡 ,病理 学 HE 染色 往往 不 能 发 现 心肌 
梗死 的 病变 ,这 样 给 部 分 冠 心病 多 死 的 诊断 带 来 困难 。 因 此 ,发 展 更 灵敏 ,准确 的 诊断 方法 万 
为 重要 。 
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冠 心病 为 一 多 因 性 疾病 ,传统 的 冠 心 病危 险 因 素 如 高 血压 高 血脂 糖尿病、 吸烟 等 只 能 解 
释 约 -- 半 有 临床 表现 的 动脉 粥 样 硬化 病人 ,炎症 、 免 疫 视 制 在 冠状 动脉 粥 样 硬化 发 生发 展 中 
的 作用 越 来 越 受 到 人 们 的 重视 。 随 着 研究 的 深信, 人 们 发 现 一 些 主要 来 源 于 参与 动脉 粥 样 硬 
化 形成 的 内 皮 细胞 . 单 核 / 巨 鸣 细 胞 ,淋巴 绍 胞 ,平滑 县 细胞 和 血小板 等 的 细胞 因子 (如 心 县 营 
养 素 - 1,PDGF, VEGF, IL - 1, TNF, TGF, MCP — 1\NOS 等 )、 粘 附 分子 ( 如 ICAM - 1.VCAM - 1, 
PECAM - 1 等 ) 和 转录 因子 (如 NF - B、CREB 等 ) 的 表达 发 生 改 变 ,研究 它们 的 表达 改变 规律 有 
助 于 了 解 冠 心病 发 生 发展 的 分 子 机 制 ,同时 可 李 为 冠 心 病 的 分 子 病理 诊断 提供 客观 依据 。 

Zhang 等 (2001 年 ) 用 含 4 500 个 基因 的 cDNA 微 阵列 分 析 了 尼 古 于 对 人 类 冠状 动脉 内 皮 细 
胞 中 基因 表达 的 影响 ,发 现 大 量 基 因 的 表达 发 生 改 变 , 如 磁 脂 酰 肌 醇 磷酸 激酶 表达 增加 ,二 酰 
甘油 激酶 表达 下 降 ,转录 因子 CREB 和 NF- B 表达 增加 等 。Coombes 等 (2001 年 ) 用 含 268 个 基 
因 的 cDNA 阵列 分 析 人 类 内 皮 细 胞 对 肺炎 衣原体 感染 的 反应 ,观察 到 感染 后 2 h TL - 1 IL - 8, 
MCP - 1, BFGF. HBEGF 、PDGF - B 等 基因 表达 增加 ,同时 细胞 内 激酶 和 细胞 表面 受 体 mRNA 
水 平 也 升 高 。 这 些 资料 有 助 于 了 解 抽烟 及 衣原体 感染 在 冠状 动脉 粥 样 硬化 和 和 冠 心病 发 病 机 制 
中 的 病理 生理 作用 。 

生物 芯片 技术 的 发 展 使 全 面 分 析 研 究 冠 心病 相关 基因 的 表达 成 为 可 能 ,预计 不 久 的 将 来 
在 全 面 了 解 冠 心病 发 病 机 理 的 基础 上 ,会 研究 出 简便 \ 淮 确 的 冠 心病 诊断 方法 ,从 而 解决 法 医 
学 上 和 冠 心病 独 死 诊断 这 -难题 。 

3. 其 他 独 死 的 诊断 。 婴 幼儿 铬 死 综 合 征 (SIDS) 和 青 壮年 狸 死 综 合 征 (SMDS) 的 诊断 一 直 
是 法 医 病 理学 的 难点 。 这 类 镑 死者 系统 尸体 剂 验 和 有 关 辅 助 检查 , 查 不 出 足以 说 明 死因 的 器 
质 性 病变 ,也 无 中 毒 或 外 伤 等 暴力 致死 证 据 。 这 类 蓄 死 可 能 不 是 单一 的 病因 引起 的 ,而 是 包含 
多 种 病因 。 没 有 明确 客观 的 形态 学 诊断 指标 ,给 其 诊断 带 来 了 困难 。 现 代 生 物 学 ,尤其 是 生物 
芯片 技术 的 发 展 给 这 类 狂 死 的 诊断 猎 来 了 曙光 。 从 基 央 水 平 研究 这 类 镁 死 发 生 的 机 理 及 其 改 
变 ,可 望 给 其 诊断 找 出 一 些 客观 依据 。 

三 、 生 物 汞 片 在 痕 量 物证 及 毒品 和 毒物 分 析 中 的 应 用 

(一 ) 痕 量 物证 的 分 析 及 毒品 .毒物 的 检验 技术 

痕迹 检验 中 对 爆炸 残留 物 、 枪 击 残 留 物 , 指 甲 刊 痕 中 有 机 物 残 留 及 染发 成 分 等 的 检测 与 药 
部 及 毒品 检验 的 方法 相同 ,这 里 一 并 叙述 。 分 析 的 常规 仪器 有 光谱 法 (紫外 分 光 光 度 法 、 红 外 
光谱 法 ,荧光 光谱 法 ,原子 吸收 光谱 法 ) ,色谱 法 ( 薄 层 色谱 法 、 气 相 色谱 法 CC 高效 液 相 色谱 法 
HPLC) ,质谱 法 (MS) ,气相 色谱 - 质谱 (CC - MS) 联 用 技术 等 。 近 年 来 ,高 效 毛细 管 电泳 (CE) 
已 成 为 发 展 最 快 的 分 析 技 术 之 --。CE 是 经 典 电泳 技术 和 现代 微 柱 液 相 分 离 技 术 相 结合 的 产 
物 。CE 和 HPLC 均 属 于 高 效 的 渡 相 分 离 技 术 , 仪 器 均 可 自动 化 , 且 均 具有 不 同 的 分 离 模 式 。 
但 CE 分 析 时 间 常 不 超过 30 min, 比 HPLC 快 ;CE 的 柱 效 比 HPLC 要 高 得 多 ;CE 所 需 样品 量 为 
可 级 ;流动 相 用 量 也 只 需 几 毫升 。CE 有 多 种 分 离 模 式 ,迄今 以 毛细 管区 带电 泳 (CZE) 及 胶东 
电动 毛细 管 色 谱 (MECC) 在 毒品 毒物 分 析 中 的 应 用 最 多 。 现 已 有 大 量 报道 CE 用 于 阿片 类 、 
巴 比 妥 类 毒 贞 药物 的 研究 报道 。 随 着 检测 技术 的 进一步 发 展 ,检测 灵敏 度 的 进一步 所 高 ,CE 
- MS 联 用 技术 的 发 展 成 熟 ,CE 技术 在 法 庭 毒物 分 析 领 域 将 显示 更 大 的 优越 性 。 

(二) 生物 芯片 在 瘦 最 物证 分 析 及 毒品 、 禾 物 中 的 应 用 

痕 量 物证 分 析 包括 石化 产品 、 核 爆炸 物 分 析 、 指 纹 分 析 、 弹 药 残 似 分 析 等 ,毒品 一 般 指 大 

- 366 © 


第 十 七 章 ” 生 畅 芯 片 在 医学 中 的 应 用 


麻 . 吗 啡 可卡因, 安 上 他 明 等 。 传 统 方法 主要 是 HPLC.UV、GC - MS、X - ray 等 ,所 用 仪器 价格 
唱 贵 ,操作 过 程 复杂 ,速度 较 慢 。 毛 细 管 电泳 芯片 的 出 现 使 六 量 物证 分 析 变 得 非常 容易 和 快 
速 。 研 究 表明 ,运用 必 片 毛细 管 电泳 技术 可 以 在 数秒 或 数 分 钟 内 完成 对 待 检 样品 的 分 离 ,并 可 
以 高 通 量 地 同时 对 多 个 样品 进行 分 析 , 进 行 快速 准确 的 现场 分 析 , 在 最 短 的 时 间 内 为 侦察 人 员 
提供 第 - 手 资料 ,对 于 刑事 案件 的 快速 侦破 具有 重要 意义 。 
四 、 前 景 与 展望 

用 分 子 微 阵列 技术 分 析 疾 病 样 本 获得 的 信息 必须 在 组 织 和 组 胞 形态 学 的 层面 加 以 解脱 。 
正常 组 织 和 疾病 组 织 细胞 构成 的 复杂 性 ,使 得 分 子 微 阵 列 资料 的 解释 复杂 化 。 而 且 , 许 多 微 阵 
列 实验 研究 的 是 模型 系统 ,如 细胞 系 .异种 移植 或 动物 肿瘤 模型 ,还 必须 通过 临床 研究 加 以 印 
证 。 因 此 ,该 技术 从 林 础 研究 到 走 进 诊断 病理 学 实验 室 真 正 进入 实际 实用 尚 需 时 日 。 

微 阵列 技术 仍然 处 于 发 展 阶段 , 它 也 面临 着 一 些 问题 尚 待 解决 ,如 高 耗费 、 需 要 特殊 的 专 
业 技 能 .需要 不 同学 科 间 的 合作 .大 量 的 资料 的 处 理 问题 及 所 得 结果 的 生物 学 意义 和 临床 应 用 
的 不 确定 性 等 等 。 尽 管 如 此 ,生物 芯片 技术 的 发 展 方兴未艾 ,各 种 用 于 病理 检测 的 工程 性 生物 
芒 片 ,如 盘 式 免疫 分 析 微 阵列 (dise - based immunoassay microarrays) 以 及 用 于 脑 损伤 诊断 及 时 间 
推断 的 微 阵列 正在 构建 研究 之 中 。 微 阵列 技术 的 应 用 对 诊断 病理 学 实践 带 来 的 冲击 可 能 远 比 
当初 THC 给 病理 学 带 来 的 改变 更 大 得 多 。 未 来 的 后 基因 组 学 研究 将 把 人 类 医学 带 入 汤 新 的 时 
代 : 将 由 主要 依赖 经 验 .形态 学 改变 转向 以 特异 的 分 子 病理 学 为 依据 。 不 仅 有 一 天 微 阵列 分 析 
的 结果 在 治疗 的 指导 和 预后 的 评估 方面 会 压倒 组 织 病 理学 诊断 ,而 且 可 能 企 不 久 的 将 来 ,组 织 
病理 学 的 本 质 在 基因 组 和 基因 表达 谱 分 析 的 基础 上 将 会 被 重新 定义 。 

生物 芯片 技术 在 后 基 央 组 研究 中 将 起 到 举足轻重 的 作用 。 高 密度 的 基因 芯片 已 经 在 功能 
基因 组 研究 中 发 挥 了 独特 作用 ,实现 了 基因 表达 谱 分 析 的 微量 化 集成 化 和 连续 化 。 生 物 芯片 
检测 自动 化 程度 的 不 断 提高 ,将 出 现 从 样品 (如 血液 .组 织 等 ) 预 处 理 到 数据 分 析 全 过 程 在 一 张 
芯片 上 完成 的 高 技术 集成 系统 - 芯片 实验 室 (lab - on- a- chip}。1998 年 6 月 ,美国 Nanogen 
公司 的 程 京 博士 和 他 的 同事 们 首次 报道 了 用 芯片 实验 室 所 实现 的 从 样品 制备 到 反应 结果 显示 
的 全 部 分 析 过 程 。 他 们 用 这 个 装置 从 混 有 大 肠 村 菌 的 血液 中 成 功 地 分 离 出 了 细菌 ,在 高 压 肪 
冲破 胞 之 后 用 蛋白 酶 K 孵化 脱 蛋 白 , 制 得 纯化 的 DNA, 最 后 用 另 一 块 电 子 增强 的 DNA 杂交 芯 
片 分 析 证 实 提取 物 是 大 肠 杆菌 的 DNA。 这 是 向 缩微 实验 室 迈进 的 一 个 成 功 的 突破 。 目 前 , 含 
有 加 热 器 、 微 泵 微 间 、 微 流量 控制 器 .电子 化 学 和 电子 发 光 探测 器 的 芯片 已 经 研制 出 来 了 ,而 
且 , 也 出 现 了 将 样品 制备 ,化 学 反应 和 分 析 检测 部 分 结合 的 芯片 。 

缩微 芯片 实验 室 的 核心 技术 是 在 芯片 上 含有 DNA 样品 制备 、 纯 化 与 检测 等 微 电 子 结构 。 
由 于 其 具有 精密 的 微 电 子 制备 和 检测 系统 ,不 仅 所 需 样品 重大 为 减少 ,而 且 灵敏 度 提高 ,因而 
可 以 快速 .精确 地 完成 从 样品 制备 到 反应 结果 显示 的 全 部 分 析 过 程 。 可 以 有 效 克 服 人 工 操作 
的 实验 误差 ,系统 稳定 性 能 极 佳 。 相 信和 包含 全 部 实验 过 程 的 缩微 芯片 实验 室 将 很 快 出 现 ,人 们 
可 以 在 一 个 封闭 的 系统 内 快速 完成 从 原始 样品 到 测试 结果 的 全 部 实验 步骤 ,进一步 结合 卫星 
传输 和 网 络 生物 信息 学 的 技术 资源 ,真正 实现 高 通 量 .一体 化 、 移 动 性 的 “未 来 型 掌上 实验 室 ” 
的 构想 。 从 而 建立 全 世界 联网 的 司法 鉴定 实验 室 ,为 司法 科学 的 发 展 做 出 贡献 。 

(RE RRM 陈 B) 
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C 第 十 作 章 
蛋白 质 芯片 


内 容 提 要 


蛋白 质 组 的 研究 要 同时 处 理 成 千 上 万 种 蛋白 质 ， 而 及 白质 区 片 是 用 于 受 自 质 动能 研究 ; 
及 相互 作用 分 析 的 生物 芯片 ， 这 种 高 通 量 技术 提供 了 在 同一 时 间 分 煌 各 个 蛋白 质 组 的 可 ， 
能 ,是 蛋白 质 组 学 时 代 最 有 启发 意义 的 技术 工具 。 pps ar hae hl ea 
景 \ 基 本 原理 \ 在 医药 学 上 的 应 用 现状 与 进展 及 其 发 展 趋势 与 前 景 。 


后 基因 组 时 代 着 重 于 从 整体 的 角度 系统 分 析 生物 体 的 功能 机 制 。 蛋 白质 芯片 是 一 种 高 通 
量 的 蛋白 功能 分 析 技术 。 它 可 以 用 于 构建 蛋白 质 表达 谱 , 进 行 抗原 一 抗体 筛选 ,药物 臣 点 得 
选 ,蛋白 质 - 蛋白 质 交互 作用 筛选 等 ,是 对 蛋白 质 组 进行 功能 分 析 的 新 技术 ,可 广泛 用 于 医学 、 
生物 学 食品 安全 检测 ,法医 学、 环境 监测 等 领域 。 


第 一 节 蛋白质 芯片 产生 的 背景 


一 、 后 基因 组 时 代 


“功能 基因 组 学 "在 20 世纪 80 年 代 还 被 认为 是 超 现实 主义 者 “科学 前 卫 派 们 口头 的 词 
汇 ,进入 21 世纪 后 却 已 成 为 生命 科学 中 最 具 活 力 和 发 展 潜力 的 领域 。 伴 随 着 人 类 基因 组 计划 
的 顺利 实施 ,人 类 基因 组 序列 草图 的 完成 代表 着 一 个 全 新 的 纪元 一 一 “后 基因 组 时 代 "的 到 来 。 
HGP 的 实施 使 人 们 获得 大 量 DNA 序列 片段 ,促使 人 们 去 探究 其 中 的 奥秘 ,其 中 所 蕴藏 生物 信 
息 亦 即 功能 基因 组 数据 。 科 学 家 不 仅 希望 阐明 每 个 基因 的 具体 功能 ,更 希望 通过 新 的 方法 完 
全 澄清 各 种 组 织 与 器 官 在 基因 水 平 上 的 调控 机 制 , 最 终 能 接近 生命 体 的 本 质 。 在 功能 基因 组 
时 代 , 我 们 必须 也 正在 经 历 一 个 转变 , 即 从 单个 基因 功能 的 研究 转变 为 从 整体 的 角度 高 通 量 
地 ,系统 地 进行 基因 组 功能 研究 。 生 物 学 家 总 是 希望 在 同一 时 间 平 行 地 分 析 某 一 生物 系统 所 
有 功能 基因 的 表达 谱 。 与 此 相 适应 ,出 现 了 高 通 量 技术 (high - throughput technique) ,它们 的 共 
同 特点 是 可 以 同时 研究 大 量 基因 及 其 表达 产物 ,具有 信息 量 大 、 自 动 化 ,多 层次 、 高 效率 的 优 
点 ,主要 包括 微 阵 列 (microarray) 或 生物 芯片 (biochip) 技 术 。 后 基因 组 时 代 的 相关 研究 不 仅 对 
了 解 生命 的 本 质 具有 重要 意义 ,而 且 会 在 医学 ,农学 ,动物 学 ,植物 学 ,食品 卫生 学 ,药学 等 等 令 
域 产生 巨大 而 广泛 的 应 用 前 景 。 这 将 是 科学 技术 的 又 一 次 划时代 的 革命 。 
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二 、 蛋 白质 组 学 的 兴起 与 发 展 
20 世纪 末期 出 现 的 DNA 芯片 为 描绘 不 同 组 织 的 mRNA .cDNA 表达 谱 提供 了 可 能 ,已 经 得 


到 广泛 的 应 用 。 但 是 我 们 知道 ,蛋白 质 是 生命 活动 的 执行 者 和 体现 者 ,是 生物 体 最 重要 的 结构 


成 分 .催化 狮 和 信号 传递 分 子 。 蛋 白质 是 一 切 生 命 活 动 的 基础 ,蛋白质 的 数量 和 质量 是 受 基因 
表达 的 调控 ,但 是 蛋白 质 本 身 亦 有 其 特殊 的 活动 规律 , 随 着 生命 活动 的 进程 表现 出 动态 的 紧密 


协调 变化 ;蛋白 质 在 合成 后 具有 
内 素 发 生 反应 的 能 力 。 况 且 基因 


目 对 独立 的 修饰 .运转 和 相互 疝 
的 主要 功能 也 是 通过 其 表达 产物 


周知 ,基因 在 转录 时 ，- 个 基因 局 


站 可 以 超过 基 内 组 的 数 日 。 有 蛋 


制 。 传 统 的 对 单个 蛋白 质 进行 研 


究 的 方式 已 无 法 满足 后 基因 组 时 


AMER YF 
白质 表达 谱 比 mRNA 表达 谱 更 能 真实 地 反映 生物 体 的 功能 机 


作用 能 力 ; 同 时 还 具有 对 外 界 


蛋白 质 来 实现 的 。 众 所 


以 多 种 mRNA 形式 剪接 ,并 且 同 一 蛋白 质 可 能 以 多 种 形式 进 
行 翻译 后 的 修饰 ,这 就 造成 一 个 蛋白 质 组 不 是 一 个 基因 


白质 组 中 蛋白 质 的 数 


代 的 要 求 。 这 是 因为 :OD E 


命 现象 的 发 生 往往 是 受 多 因 来 影响 的 ,必然 涉及 多 个 蛋白 质 ; 多 个 艇 白质 之 间 的 相互 作用 


是 交织 成 网 络 的 ,或 平行 发 生 ,或 呈 不 
质 的 表现 是 多 样 的 ,动态 的 ,并 不 像 基 


同 级 结构 间 的 交互 因果 关系 
因 组 那样 基本 不 变 。 要 对 生 


的 认识 ,必然 要 在 整体 ` 动 态 .网络 的 水 平 上 对 蛋白 质 进行 研究 。 
因此 ,只 有 从 整体 的 角度 对 所 有 看 白质 的 总 和 进行 研究 ,才能 


律 ,进而 接近 牛 命 的 本 质 。 在 这 样 的 情况 下 ,“ 后 基因 组 时 代 ” 的 “ 宠 J 


;@ 在 执行 生理 功能 时 蛋白 
命 的 复杂 活动 有 全 面 和 深入 


更 有 效 地 掌握 生命 活动 的 规 
L” 一 一 蛋白 质 组 学 应 运 而 


蛋白 质 组 (Proteome) 是 于 1994 年 首次 创造 的 一 个 术语 ,而 蛋白 质 组 学 (Proteomics) 是 指 对 


一 个 给 定 的 细胞 、 组 织 A LE SE TB PA GK AE 
系统 的 ,全 面 的 研究 。 蛋 白质 组 学 的 第 一 篇 原始 论著 发 表 于 1995 年 
杂志 。 短 短 几 年 的 发 展 ,蛋白 质 组 学 已 经 从 建立 数据 库 走向 解决 生命 科学 重大 问题 ,研究 4 


RARE 


EAR), MESRA 


际 上 并 不 出 名 的 《电泳 》 


Ef 


活动 机 制 的 蝇 有 力 手段 。 通 过 蛋白 质 组 学 的 研究 ,科学 家 们 能 够 发 现 每 种 疾病 在 不 同 的 发 病 
阶段 蛋白 质 水 平 上 发 生 的 变化 ,对 正常 个 体 及 病理 个 体 亲 的 完整 ,动态 的 蛋白 质谱 的 分 析 比 
较 ,可 以 找到 某 些 “ 疾 病 特异 性 蛋白 质 分 子 ”, 进 而 发 展 成 为 临床 早期 诊断 指标 ,形成 未 来 分 子 


诊断 学 .分子 治疗 学 的 理论 和 应 用 基础 ,它们 还 可 能 成 为 新 药物 设计 
质 组 学 发 展 和 应 用 还 有 很 多 方面 ,但 它 对 国际 生物 制药 业 的 推动 无 疑 是 巨大 的 。 
场 在 2000 年 产生 了 9.63 亿美 元 的 收入 ,到 2006 年 预计 可 达 56 亿美 元 ,3 


研究 方面 都 皇 几 何 级 数 增长 的 发 展 趋势 。 
三 、 传 统 技术 的 改造 和 新 技术 的 产生 


蛋白 质 组 学 的 发 展 既是 技术 所 推动 的 ,也 受到 技术 的 限制 。 
其 技术 方法 水 平 的 高 低 。 收 白质 研究 技术 远 比 单纯 基 
FCA REAR (20/4) ,而 且 蛋 白质 有 着 复杂 的 翻译 后 修饰 ,如 磷 
RAK ,而 且 蛋 白质 的 变化 多 ， 


大 程度 上 取决 于 
仅 是 因为 氨基 酸 残 基 种 类 远 多 了 


酸化 和 糖 基 化 等 才能 成 为 有 功能 活性 的 有 
载体 进行 蛋白 质 的 体外 扩 增 和 纯化 制 
反对 技术 有 了 新 的 需求 和 挑战 。 蛋 白质 组 的 研究 
蛋白 质 。 


困难 增 大 。 此 外 ,通过 表达 
和 蛋白质 组 学 的 兴 


白质 进行 大 规模 的 平行 分 离 和 分 析 ,往往 要 同时 处 理 成 后 上 万 种 
技术 平台 是 现在 乃至 今后 一 段 时 间 内 和 


尚 灵敏 度 ,高 准确 性 的 研究 


fH Fai. WR RE 
白质 组 市 


其 在 理论 研究 和 应 用 


白质 组 学 研究 成 功 与 否 ,很 
技术 复杂 和 困难 。 不 


使 分 离 和 分 析 蛋 白质 的 
备 大 量 的 蛋白 质 并 非 易 事 。 
实质 上 是 在 分 子 水 平 上 对 蛋 
此 ,发 展 高 通 量 、 


f: 
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白质 组 学 研究 的 主要 任务 。 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


当前 国际 蛋白 质 组 研究 技术 平台 的 发 展 趋势 表 现在 以 下 几 个 方面 : 

(一 } 样 品 的 制备 和 分 级 技术 

蛋白 质 组 研究 中 的 样品 制备 通常 可 采用 细胞 或 组 织 中 的 全 蛋白 质 组 分 进行 蛋白 质 组 分 
析 。 为 了 达到 这 个 目的 也 可 以 进行 样品 狐 分 级 , 即 采 用 各 种 方法 将 细胞 或 组 织 中 的 全 体 蛋 白 
质 分 成 几 部 分 ,分 别 进行 蛋白 质 组 研究 。 样 品 预 分 级 可 使 低 表达 的 蛋白 质 得 到 富 集 ,可 以 提高 
低 丰 度 蛋 白质 的 上 样 量 和 检测 , 主要 预 分 离 的 方法 包括 电泳 或 色谱 预先 分 离 ,蛋白 质 亲 和 富 集 
以 及 亚 细 胞 分 离 、 细 胞 器 定位 分 级 等 。(D 液 相等 电 聚 焦 , 可 以 将 复杂 的 蛋白 质 混 合 物 在 一 定 的 
pH 值 范围 分 离 ,将 其 浓缩 在 相对 较 罕 的 范围 内 ;@ 吸 附 色谱 ,常用 的 有 离子 交换 色谱 { 正 C) , i 
水 相互 作用 色谱 (HPLC) , 反 向 色谱 和 亲 和 色 谱 , 体 积 排 阻 色谱 (SEC) 等 ,色谱 与 2DE 结合 可 用 
于 对 大 量 蛋 白质 的 快速 纯化 ;@@ 亚 细胞 分 离 , 可 对 特定 的 蛋白 质 组 进行 分 离 纯化 ,减少 了 蛋白 
质 的 分 散 性 和 复杂 性 ,主要 步 又 包括 破坏 细胞 组 织 和 分 离 不 同 器 官 。 

最 近 在 组 织 水 平 上 的 蛋白 质 组 样品 制备 方面 也 有 新 的 进展 ,如 采用 激光 捕获 显 微 解剖 技 
术 (laser capture microdissection, LCM) 方 法 分 离 癌变 上 皮 类 细胞 。 基 本 方法 是 :在 显 微 载 息 片上 
用 一 种 塑料 腊 覆 盖 住 组 织 切片 ,用 激光 束 活化 并 吸附 到 解剖 区 域 ,组 织 切 片 部 分 热 溶 于 胶片 
上 ,能 从 载 玻 片上 剥离 下 残余 组 织 。 

(二 ) 样 品 分 离 和 分 析 技 术 

利用 蛋白 质 的 等 电 点 和 分 子 量 通 过 双向 效 胶 电泳 的 方法 将 各 种 蛋白 质 区 分 开 来 是 一 种 很 
有 效 的 手段 。 它 在 蛋白 质 组 分 离 技 术 中 起 到 了 关键 作用 。 其 基本 的 技术 包括 在 第 一 向 等 点 率 
焦 中 使 用 IPC 干 胶 条 ,将 蛋白 质 成 分 按 其 等 电 点 经 分 离 后 均匀 的 分 布 于 不 同 的 pH 梯度 中 (等 
电 点 处 ) 然 后 再 进行 SDS - PAGE 第 二 向 电泳 分 离 。 经 过 双向 电泳 后 ,样品 中 的 蛋白 质 分 辩 率 
得 以 极 大 提高 。 每 一 个 细胞 或 组 织 都 会 从 中 得 到 详尽 的 "蛋白 质 指纹 图 ,而 进行 特征 性 蛋白 
质 组 研究 。 

如 何 提高 双向 凝 胶 电泳 的 分 离 容量 ,灵敏 度 和 分 辩 率 以 及 对 蛋白 质 差异 表达 的 准确 检测 ， 
是 目前 双向 凝 胶 电泳 技术 发 展 的 关键 问题 。 做 过 双向 凝 胶 电 泳 的 人 一 定 会 抱 急 它 的 繁琐 \ 不 
稳定 和 低 灵 敏 度 等 缺点 。 发 展 可 蔡 代 或 补充 双向 凝 胶 电泳 的 新 方法 已 成 为 蛋白 质 组 研究 技术 
最 主要 的 月 标 。 目 前 ,二 维 色 谱 (2D-LC)、 一 维 毛 细 管 电泳 (2D-CE)、 液 相 色谱 一 毛细 管 电泳 
(LC-CE) 等 新 型 分 离 技术 都 有 补充 和 取代 双向 凝 胶 电泳 之 势 。 其 他 的 方法 还 有 第 一 维 电 泳 采 
JUVE pH 梯度 胶 分 离 以 及 开发 与 双向 北 胶 电泳 相 结合 的 高 灵敏 度 蛋 白质 染色 技术 ,如 新 型 的 
荧光 染色 技术 。 

{ 三 ) 灵 人 敏 的 检测 方法 

和 蛋白 质 混合 物 经 分 离 后 采用 灵敏 的 、 合 适 的 检测 方法 是 双向 电泳 后 分 离 的 关键 步 又。 常 
用 的 检测 标记 物 有 三 类 :放射 性 核 素 、 有 机 染料 和 荧光 素 。 

质谱 (MS) 技 术 是 目前 蛋白 质 组 研究 中 发 展 最 快 ,也 最 具 活 力 和 潜力 的 技术 。 它 通过 测定 
全 白 质 的 质量 来 判别 蛋 白质 的 种 类 。 当 前 蛋白 质 组 研究 的 核心 技术 就 是 双向 凝 胶 电泳 一 质 
谱 技 术 , 即 通过 双向 凝 腕 电泳 将 蛋白 质 分 离 , 然 后 利用 质谱 对 蛋白 质 逐 一 进行 鉴定 。 对 于 蛋白 
质 鉴定 而 言 ,高 通 量 、 高 灵敏 度 和 高 精度 是 三 个 关键 指标 。 一 般 的 质谱 技术 ,难以 将 三 者 合 一 ， 
而 最 近 发 展 的 质谱 技术 可 以 同时 达到 以 上 三 个 要 求 ,从 而 实现 对 蛋白 质 准确 和 大 规模 的 鉴定 。 
以 质谱 接 术 为 核心 ,开发 质谱 鸟 枪 法 (shot gm)、 毛 细 管 电泳 一 质谱 联 用 (CE 一 MS) 等 新 策略 ， 
直接 鉴定 全 和 蛋白 质 组 混合 酶 解 产物 。 随 着 对 大 规模 蛋白 质 相互 作用 研究 的 重视 ,发 展 高 通 量 
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高 精度 的 蛋白 质 相互 作用 检测 技术 也 被 科学 家 所 关注 。 实 际 上 质谱 相关 技术 由 来 已 久 ,但 
地 有 让 和 和 分兵 在 以 谱 技 术 电 离 方式 产生 大 量 碎片 离子 ， 
结果 图 请 多 待 无 法 解释 。20 此 纪 80 年 代 后 期 出 现 了 液 相 电 喷 筹 质 赠 和 基质 辅助 的 表面 增强 
激光 解吸 附 电离 化 飞行 时 间 质 谱 (snrface enhanced laser desorption ionization ~ time of flight, SELDI 
- TOF - MS), 具 有 高 敏感 性 、 特 异性 和 快速 的 特点 ,这 一 质谱 技术 的 突破 以 及 各 种 分 析 软 件 出 
现 与 更 新 ,使 2- DE 分离 的 成 千 上 百 个 蛋白 点 得 到 鉴定 变 为 规 实 。 利 用 从 原始 样品 亲 和 吸 附 
特定 蛋 站 进行 分 离 , 以 进行 鉴定 ,可 高 速 的 进行 活性 蛋 凰 质 组 的 分 析 。 所 以 2- DE 技术 ,质谱 
技术 的 联姻 为 蛋白 质 组 从 结构 上 研究 蛋白 质 提供 了 强大 的 技术 支持 。 也 成 为 蛋白 质 芯片 技术 
的 基础 。 

{四} 看 白质 组 生物 信息 学 及 蛋白 质 组 数据 库 检 索 

随 着 越 来 越 多 的 蛋白 质 混合 物 被 分 离 .鉴定 ,产生 的 相应 数据 越 来 越 多 ,为 了 确定 已 知 蛋 
ALS WME ,通过 数据 库 的 检索 比较 是 非常 重要 和 必需 的 ,是 蛋白 质 组 研究 水 平 的 标志 和 
基础 。 瑞 标的 SWISS PORT 拥有 目前 世界 上 最 大 、 种 类 最 多 的 蛋白 质 组 数据 库 。 丹 麦 、 英 国 、 
美国 等 也 都 建立 了 各 具 特 色 的 集 白 质 组 数据 库 。 牛 物 信息 学 的 发 展 已 给 蛋白 质 组 研究 提供 了 
更 方便 有效 的 计算 机 分 析 软 件 。 特 别 值得 注意 的 是 ,蛋白 质 质谱 鉴定 软件 和 算法 发 展 迅速 ， 
如 SWISS PORT Rokefeller 大 学 UCSF 等 都 有 自主 的 搜索 软件 和 数据 管理 系统 。 最 近 发 展 的 质 

谱 数 据 直 接 搜寻 基因 组 数据 库 ,使 得 质谱 数据 可 直接 进行 基因 注释 ,判断 复杂 的 拼接 方式 。 耳 

KEN 学 的 迅速 推进 ,会 给 改 鼎 质 组 生物 信息 学 研究 提供 更 多 更 全 的 数据 库 , 也 为 蛋白 质 世 
片 的 分 析 提 供 了 有 力 的 比照 数据 系统 。 

在 基础 研究 方面 , 近 两 华 来 蛋白 质 组 研究 技术 已 被 应 用 到 各 种 生命 科学 领域 ,如 细胞 生物 
学 、 神 经 生物 学 发育 生物 学 等 。 在 研究 对 象 上 ,覆盖 了 原核 微生物 、 真 核 微生物 ,植物 和 动物 、 
人 等 范围 ,涉及 到 各 种 重要 的 生物 学 现象 ,如 信号 转 导 ,细胞 分 化 .蛋白 质 折 苔 等 等 。 未 来 蛋白 
质 组 学 的 研究 领域 将 更 加 广泛 。 在 应 用 研究 方面 ,蛋白 质 组 学 将 成 为 寻找 疾病 分 子 标记 和 药 
物 靶 标 最 有 效 的 方法 之 一 。 在 对 痛 证 .早老 性 痢 果 等 人 类 重大 疾病 的 临床 诊断 和 治疗 方面 , 蛋 
白质 组 技术 也 有 十 分 诱 人 的 前 景 。 在 技术 发 展 方面 ,蛋白 质 组 学 的 研究 方法 将 出 现 多 种 技术 
并 存 , 各 有 优势 和 局 限 的 特点 ,而 难以 像 基因 组 侠 究 寺 样 形成 比较 一 敏 的 方法 。 除 了 发 展 新 方 
法 外 ,更 强调 各 种 方法 间 的 整合 种 后 补 ,以 适应 不 同 蛋 白质 的 不 同 特征 。 蛋 白质 芯片 这 种 高 通 
量 技术 提供 了 在 同一 时 间 分 析 各 个 蛋白 质 组 的 可 能 ,是 蛋白 质 组 学 时 代 最 有 启发 意义 的 技术 
工具 。 例 如 ,通过 比较 正常 状态 与 疾病 状态 的 蛋白 质 组 ,科学 家 能 够 更 好 地 理解 信号 转 导 、 物 
质 及 能 量 代谢 通路 。 许 多 科学 家 认为 蛋白 质 芯片 将 会 缩小 存在 于 基因 组 与 蛋白 质 组 之 间 的 信 
号 鸿沟 ,成 为 生命 科学 中 最 令 人 激动 的 前 沿 。 


第 二 节 蛋白质 芯片 的 基本 原理 


蛋白 质 必 片 (pmtein chip), 狭义 的 表达 是 蛋白 质 微 阵列 (protein microarray) ,是 用 于 蛋白 质 
功能 研究 及 相互 作用 分 析 的 生物 芯片 ,采用 原 位 合成 .机 械 点 样 或 共 价 结合 的 等 方法 将 多 肽 、 
AEA BS AU UAE TE BY .塑料 片 . 凝 胶 、 尼 龙 膜 等 固 相 介质 二 形成 的 生物 分 子 
点 阵 , 见 图 18 - 1。 在 待 分 析 样品 中 的 生物 分 子 与 蛋白 质 芯片 的 探 针 分 于 发 生 杂 交 或 相互 作 
用 或 其 他 分 离 方式 分 离 后 ,利用 激光 共聚 焦 显 微 扫 撞 仪 对 杂交 信 生 进行 高 通 量 检测 和 分 析 , 是 
将 整个 蛋白 质 水 平 的 相关 生化 分 析 过 程 集成 于 芯片 表面 ,从 而 实现 对 多 肽 ,蛋白质 及 其 他 生物 
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成 分 进行 高 通 量 检测 。 


i ae 


图 18-1 和 蛋白质 芯片 


一 、 有 蛋白 质 芯片 特点 


蛋白 质 芯片 的 特点 为 :GD 高 通 量 ,高 效率 ;@@ 蛋 白质 芯片 是 一 个 动态 的 技术 流程 概念 ,不 
局 限于 某 个 固 相 有 形 物 ;人 适用 于 包括 组 织 细 胞 系 \ 体 液 在 内 的 多 种 生物 样品 ;@ 芯片 上 的 
梯 品 包含 针对 信号 传导 ,癌症 ,细胞 周期 调控 ,细胞 结构 , 滑 亡 和 神经 生物 学 等 广泛 的 生物 功能 
的 相关 蛋白 ,跨度 大 、 适 用 范围 广 ; @ 芯片 上 的 结合 物 分 别 经 过 不 同方 法 检测 ,灵敏 度 高 达 
pe/ ms) 开放 性 的 芯片 平台 设计 ,可 以 用 各 种 型 号 DNA 芯片 荣光 扫描 仪 进行 检测 ;综合 上 述 
特点 ,决定 蛋白 质 芯 片 有 着 广泛 的 应 用 潜力 和 前 景 

二 、 蛋 白质 芯片 的 分 类 

蛋白 质 芯片 按照 不 同 的 标准 可 进行 不 同 的 分 类 : 

(一 ) 按 样品 结合 方式 分 为 化 学 型 和 生物 化 学 型 

化 学 型 蛋白 质 芯片 的 构想 来 源 于 经 典 色谱 ( 反 相 层 析 、 离 子 交换 层 析 , 金 属 整合 层 析 等 ) 的 
介质 。 通 过 介质 的 玖 水 力 静 电力、 共 价 键 等 结合 样品 中 的 蛋白 质 ,然后 经 特定 的 洗 脱 液 除去 
杂质 蛋白 质 , 而 保留 感 兴趣 的 蛋白 质 。 这 种 芯片 特异 性 较 差 。 

生物 化 学 型 看 白质 芯片 则 是 把 生物 活性 分 子 (如 抗体 ` 受 体 、 配 体 等 ) 通 过 生化 反应 结合 到 
芯片 表面 ,用 于 捕获 样品 中 的 车 蛋白 。 由 于 生物 化 学 型 芯片 具有 高 度 的 特异 性 及 生物 活性 分 
子 的 多 样 性 ,其 应 用 范围 和 前 景明 显 优 于 化 学 型 蛋白 质 芯片 。 

Ciphergen Biosystems 公司 是 最 早 提出 上 述 分 类 的 。 

(二 ) 按 点 样 蛋 自 质 有 无 活性 功能 分 为 无 活性 的 (non - living) 和 活性 (1iving) 芯 片 

无 活性 的 芯片 是 将 已 经 合成 好 的 蛋白 质点 在 芯片 上 ,有 活性 的 芯片 则 是 指点 在 芯片 上 的 
样品 是 活 的 生物 体 (如 细菌 ), 在 芯片 上 原 位 表达 蛋 自 质 。 活 性 芯片 可 以 提供 模拟 的 机 体内 环 
境 ,对 于 蛋白 质 功能 分 析 更 为 有 利 。 

无 活性 的 蛋白 质 芯片 制作 方式 主要 分 3 类 :@ 原 位 合成 。Caysen HM SEAR FIRE IUR 
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基 和 氨基酸 保护 策略 ,由 C 端 向 N 端 , 共 合 成 了 208 个 六 肽 排列 在 直径 为 Amm FEZ BEL PA 
研究 一 个 由 213 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 的 活性 域 结构 。 名 点 合成 。Krame A 等 人 利用 该 法 在 
纤维 素 腊 上 合成 多 肽 文库 ,纤维 素 膜 上 有 丰富 的 羟基 ,对 于 多 肽 的 合成 是 十 分 有 利 。@ 光 蚀刻 
AR. 基因 芯片 的 创始 人 Fodor SPA 采用 光 刨 刻 术 固 相合 成 的 多 肤 走 片 密度 为 每 平方 厘米 25 万 
点 ,多 肽 的 平均 长 度 为 5 肽 。 

活性 的 蛋白 质 芯片 的 制作 :Ustz P 等 人 利用 酵母 细胞 构建 了 第 一 个 全 基因 组 的 活性 蛋白 
质 芯片。 芯片 主要 用 来 筛选 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,包含 了 5 800 个 醇 母 克隆 。 活 
性 蛋白 质 芯 片 通过 一 次 实验 就 能 拿 到 上 千 种 未 知 蛋白 质 的 功能 线索 ,例如 通过 将 细胞 裂解 液 
中 蛋白 成 分 做 成 芯片 ,科学 家 很 快 就 可 以 查 明 某 一 开放 阅读 框架 {ORP) 是 否 表 达 一 种 分 泌 蛋 
白 抑或 是 一 种 胞 内 得 。 此 外 ,还 可 以 在 芯片 上 进行 活 细胞 的 遗传 性 状 筛选 。 

{ 三 } 按 作用 和 点 样 的 顺序 分 为 蛋白 质 表达 芯片 (protein expression chip,PEC) 和 
蛋 和 白质 功能 芯片 (protein function chip, PFC) 

PEC 能 令 人 通过 观察 在 不 同 条 件 下 哪 种 蛋白 质 被 合成 而 获得 基因 表达 的 详细 信息 ;而 

PEC 则 能 分 析 众 多 蛋白 质 的 性 质 。PEC 的 月 标 与 DNA 芯片 相 类 似 , 它 将 人 量 检测 用 的 分 子 
( 常 为 抗体 ) 固 着 在 芯片 表面 上 而 进行 微 阵列 式 排列 , 故 加 样 后 就 能 查 明 样品 中 有 无 这 些 分 子 
的 疲 标 。 目 前 虽 尚 不 能 在 芯片 上 装载 有 能 检测 每 种 蛋白 质 的 文库 ,但 即使 部 分 地 做 到 能 检 涡 
蛋白 质 亚 群 (subset) ,在 生物 学 研究 和 新 药 开发 中 也 有 着 重要 的 使 用 价值 ,特别 是 当 与 较 传统 
的 蛋白 质 功能 分 析 和 以 核酸 为 基础 的 基因 表达 分 析 技 术 综合 应 用 时 。 
PFC 与 PEC 有 许多 共同 特点 , 即 它们 都 需要 有 大 量 不 同 分 子 在 芯片 表面 各 分 散 的 点 上 固 
着 ,随后 加 样 进行 检测 ;但 不 同 的 是 PEC 表面 上 固着 的 却 是 待 测 的 蛋白 质 分 子 ,随后 再 用 其 他 
蛋白 质 , 药 物 和 生化 试剂 来 检测 各 待 测 分 子 与 它们 结合 的 情况 并 了 解 其 性 质 。 因 为 待 检 测 蛋 
白质 的 最 确定 和 直接 的 性 质 表现 为 它 的 续 合 特异 性 , 即 分 子 间 的 某 种 相互 作用 。 随 着 微 射流 
技术 (micmfiuidics) 和 其 他 微 处 理 技术 的 改进 ,也 有 可 能 做 到 查 明 在 微 阵列 上 固着 的 蛋白 质 所 
介 导 的 生物 学 反应 。 

{四 } 按 检测 方法 进行 分 类 

较 有 代表 性 的 有 单元 芯片 .中科院 力学 所 的 多 元 蛋白 质 光学 芯片 和 美国 的 SELDI 质谱 芯 
片 等 。 它 们 的 共同 特点 都 是 将 生物 分 子 作为 配 基 ,固定 在 固体 芯片 表面 或 表面 微 单元 上 ,以 单 
一 REE .或 序列 式 。 利 用 生物 分 子 间 的 特异 结合 的 自然 展 性 , 待 测 分 子 与 配 基 分 子 在 芯片 
表 而 会 形成 生物 分 子 复合 物 。 然 后 ,检测 此 复合 物 的 存在 与 否 ,达到 对 蛋白 质 的 探测 、 识 别 和 
纯化 的 目的 。 以 上 不 同 技术 的 差异 仅 在 探测 方法 的 不 同 。BLACORE 技术 利用 表面 等 离子 体 
共振 技术 检测 芯片 ,进行 单一 蛋白 质 检 测 ;多 元 蛋白 质 光学 芯片 是 光学 成 像 法 ,可 以 同时 检测 
多 种 混合 的 蛋白 质 ;SELDI 技 术 则 采用 质谱 法 ,以 时 间 顺 序 检测 序列 蛋白 质 。 

(五 } 按 固 相 载体 片 基 种 类 进行 分 类 

平 玻 板 型 (plain - glass slide) .三维 胶 体 填充 板 型 (3D gel pad chip) PUW YLA HI (microwell 
chip), ILE 18 -2 MHZ 18 - 1。 

{六 ) 按 工作 原理 分 为 探 针 型 和 将 胶 电 泳 型 区 片 

探 针 型 类似 于 DNA 芯片 , 即 在 固 相 支持 物 表面 高 密度 排列 的 探 针 蛋 白质 点 阵 , 可 特异 捕 
著 样 品 中 的 技 蛋 白 , 然 后 通过 检测 器 对 靶 蛋 白 进行 定性 或 定量 分 析 。 另 一 种 就 是 微型 化 的 凝 
腕 电泳 板 。 在 电场 作用 下 ,样品 中 的 蛋白 质 通过 芯片 上 的 孔道 分 离开 来 ,经 喷雾 直接 进入 质谱 
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仪 进行 检测 ,以 确定 样品 中 蛋白 质 的 分 子 量 及 种 类 。 就 应 用 前 景 而 言 ,人 们 更 关注 第 一 种 。 


图 18- 2 不 同 板 型 的 蛋白 质 芯片 


表 18-1 不 同类 型 蛋白 质 芯片 的 性 质 比较 


玻璃 平板 胶体 模板 微 孔 板 

可 与 标准 微 阵列 仪 及 探测 设备 兼容 ”可 与 标准 微 阵列 仪 及 探测 设备 兼容 ”可 与 标准 微 阵 列 仪 及 探测 设备 兼 
容 , 但 需要 联合 使 用 

样品 高 挥发 减少 样品 挥发 减少 样品 挥发 

对 复合 反应 效果 弱 可 进行 溶解 反应 ,但 对 材料 需 较 ”广泛 用 于 溶解 及 复合 反应 

长 洗 脱 时 间 
成 本 不 贵 成 本 贵 , 需 光 制 版 技术 成 本 低 
可 能 会 有 交叉 污染 无 交叉 污染 无 交叉 污染 


三 、 蛋 白质 芯片 制作 和 检测 的 基本 流程 

蛋白 质 芯片 的 制作 ,常规 的 方法 先是 在 一 种 固 相 载体 上 按照 预先 设计 的 方式 固定 大 量 蛋 
白质 (抗原 或 抗体 ) ,形成 蛋白 质 的 阵列 , 即 蛋白 质 芯片 。 实 验 时 , 往 芯片 上 加 入 带 有 特殊 标记 
的 蛋白 质 分 子 (抗体 或 抗原 ) ,两 者 结合 后 ,通过 对 标记 物 的 检测 来 实现 对 抗原 或 抗体 确定 的 互 

常规 的 蛋白 质 芯片 制作 与 检测 的 流程 : 

(一 ) 制 备 抗体 文库 

如 利用 噬菌体 展示 技术 。 

(二 ) 选 择 固 相 载 体 片 基 

片 基 呈 薄片 状 ,外 观 可 做 成 长 条 状 、 圆 形 或 椭圆 形 等 不 同形 状 , 经 特定 处 理 后 承载 吸附 有 
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(三 ) 制 备 探 针 蛋 自 质 , 点 样 


移 制 剂 。 常 用 的 材质 有 硅 、 云 母 . 各 种 膜 片 等 。 各 公司 制作 芯片 采用 的 载体 材料 基本 相 


对 和 蛋白质 必 片 来 说 ,这 种 探 针 包括 特定 蛋白 质 的 抗体 或 受 体 ,结合 某 些 阳离子 或 阴 离 了 的 


和 性 ,是 一 种 比较 好 的 探 针 


组 抗体 库 ARTA AKE RT 


性 结合 


个 点 状 芯 池 ( 注 :一 个 芯 池 指 … 个 如 


化 学 基 团 . 亲 水 或 疏水 物质 、 酶 .免疫 复合 物 等 ,用 化 学 固定 技术 园 定 在 载体 表面 上 ,形成 一 个 
明白 质 样品 的 加 入 孔 )。 单 克隆 抗体 具有 高 度 的 特异 性 和 亲 
蛋白 ,用 其 制作 的 芯片 主要 用 于 检测 蛋白 质 表 达 丰 度 及 确定 新 的 蛋 
白质 。 哈 落体 抗体 库 技 术 是 典型 的 制备 蛋白 质 探 针 的 技术 ,其 他 的 蛋白 质 文库 ,如 全 合成 人 重 
体 表达 文库 等 ,也 可 用 来 制备 探 针 蛋 白 。 通 过 2- DE 电泳 分 离 技 
术 分 离 得 到 的 蛋白 质 作为 抗原 ,把 抗原 与 回 相 化 的 抗体 库 狩 育 , 即 可 得 相应 的 单 克隆 抗体 。 


由 于 看 白质 具有 易于 变性 ,不 易 与 国体 表面 结合 .在 固 相 支持 物 表面 上 不 易 折 秋 成 有 功能 


的 结构 而 志 失 其 活性 的 特点 , 因此 以 前 的 蛋白 质 多 点 阵 制作 过 程 复杂 , 仍 局 限于 低 通 量 结 构 
微 阵列 范畴 。 在 将 蛋白 质 固 定 在 轿 体 支持 物 表 面 时 ,必须 保持 蛋白 质 的 立体 构象 ,才能 使 蛋白 
质 探 外 具有 生物 活性 。 


Arenkor 等 把 探 针 和 蛋白 固定 于 微型 京 丙 烯 酰胺 北 胶 块 中 构建 蛋白 质 芯 片 ,利用 电泳 原理 捕 


著 样品 中 能 与 探 针 蛋白 特异 结合 的 地 和 蛋白。 由 于 无 法 保持 间 体 表面 侯 白 质 的 活性 ,使 得 这 些 
蛋白 质 芯片 无 论 从 制作 还 是 应 用 方面 都 要 比 DNA 芯片 复杂 得 多 。 


化 学 生物 学 家 MacBeath C 和 化 学 家 Schreiber S 联手 解决 使 蛋白 质 粘 附 于 固 相 载 孩 片上 而 


于 与 溶液 中 的 大 分 子 起 反应 ,这 样 就 可 以 与 蛋白 质 进行 杂交 了 。 研 究 者 或 用 荧光 基因 标记 蛋 
白 ,或 用 ATP 标记 的 激酶 底 物 ,都 可 与 膜 上 的 蛋白 进行 反应 。 最 终 他 们 将 一 个 有 1 万 个 点 的 
芯片 与 一 个 FRB(FKBP12 一 rapamycin binding protein) AA EAM G - protein 结合 蛋白 探 针 进行 
杂交 。 发 现在 一 大 片 G-protein 点 的 中 央 单 独 的 一 个 FRB 的 点 被 区 分 了 出 来 。 


保持 活性 这 -关键 技术 突破 之 后 , 才 真 正 使 印迹 蛋白 微 点 阵 用 于 高 通 量 功能 研究 成 为 现实 。 
这 一 技术 突破 的 关键 在 于 对 载 玻 片 的 处 理 。 用 含 醛 的 硅 烧 试剂 处 理 玻 片 , 并 用 含有 30% 甘 油 
的 磷酸 盐 缓冲 液 溶解 蛋白 质 后 ,再 用 Affymetrix 生产 的 GMS417 阵列 点 样机 将 微量 蛋白 质点 在 
SY LG, 蛋 扬 质 的 伯 氨 基 与 醛 形成 希 夫 式 臧 而 将 蛋白 质 以 共 价 结合 的 方式 附着 在 玻璃 
表面 ,再 用 BSA 处 理 载 玻 片 表面 ,然后 用 N,N' 二 琥珀 酰胺 基 碳 酸 盐 溶液 (N,N’ - disuccinimidyl- 
cartbonate) 活 化 BSA 的 琢 氨 酸 、 谷 氨 酸 残 基 , 使 其 易 与 印迹 蛋白 的 表面 氨基 作用 形成 共 价 腺 连 
接 或 酰胺 连接 , 待 固定 的 肽 或 小 分 子 人 


EE WAT ERK BSA 单 层 分 子 表面 保持 立体 构象 , 易 


有 人 用 微细 加 工 的 聚 丙烯 酰胺 擅 获 蛋白 质 ,并 用 微 电 瀛 的 方法 加 速 蛋 白质 的 扩散 ,从 面 将 


蛋 自 质 固定 在 芯片 片 基 表 面 。 因 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 含有 水 分 , 故 可 使 蛋白 质保 持 活性 。 


制备 探 针 蛋 白 时 常 采用 直接 点 样 法 ,以 避免 蛋白 质 的 空间 结构 改变 ,保持 它 和 样品 的 特异 


ED. AGA RMSE RE OS SH RAEE ,如 微 阵列 式微 孔 板式 、 凝 胶 块 状 


等 类 型 。 一 般 来 说 ,一 - 块 载 休 上 根据 需要 固定 的 芯 池 可 多 可 少 ,研究 用 芯片 的 世 池 数目 较 少 ， 
大 多 都 在 6- 10 个 左右 ,多 者 可 达 10 多 个 :但 供 规模 生产 用 的 芯片 ,其 芯 池 数量 要 多 得 多 。 现 
有 一 种 构象 型 蛋白 质 芯片 ,其 芯 池 数目 高 达 1 600 个 /er , 呈 微 距 阵 排列 ,点 样 时 须 用 机 械 手 进 
行 ,可 同时 检测 数 千 个 样品 。 使 用 时 先 将 需要 检测 的 含有 和 蛋白质 的 标本 如 屎 液 ,血清 ,精液 .组 
织 提取 物 等 按 一 定 程序 做 好 层 析 、 电 瀛 、 色 谱 等 前 处 理 ,然后 在 每 个 世 池 内 点 人 需要 的 种 类 ,一 
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股 样品 量 只 要 2~ 10 pL 的 微量 即 可 ,根据 测定 目的 不 同 ,可 选用 含有 不 同 探 针 的 芯片 。 让 标 
本 在 每 个 芯 池 中 与 特定 的 探 针 结合 或 与 其 中 含有 的 生物 制剂 相互 作用 一 段 时 间 ,然后 洗 去 未 
结合 的 或 多 余 的 物质 ,将 样品 固定 一 下 等 待 检测 即 可 。 

(四 } 制 备 待 检 样 品 ( 蛋白质、 多肽 , 酶 等 } 

Von Eggeling 等 人 将 显 微 切 割 技术 与 蛋白 质 芯片 结合 用 于 肿瘤 研究 ,比较 正常 组 织 与 肿 
癌 组 织 的 蛋白 质 表达 谱 差异 。 首 先 用 加 与 正常 组 织 , 提 取 组 织 中 的 蛋 
白 , 与 蛋白 质 芯片 反应 , 洗 脱 掉 未 结合 上 的 蛋白 质 , 利 用 配套 的 分 析 系 统 检测 区 片 ,作出 蛋白 质 
表达 谱 。 显 微 切 割 技术 能 够 提供 来 源 同一 的 组 织 , 非 常 适合 于 样本 量 要 求 不 多 的 芯片 分 析 与 
质谱 分 析 , 这 是 二 维 电泳 无 法 满足 的 ,因为 二 维 电泳 所 需 的 样本 量 比较 大 。 

{五} 对 样品 进行 标记 

以 质谱 技术 为 基础 的 直接 检测 法 不 需 标 记 , 标 记 样品 中 的 蛋白 质 主要 是 为 随后 采用 CCD 
(charge - coupled device) 照 相 技 术 及 激光 扫描 系统 等 对 信号 检测 ,标记 物 主要 是 荧光 物质 或 同 
ARo 

六 ) 与 芯片 进行 抗原 抗体 反应 

主要 是 酶 联 免 疫 吸 附 (enzyme ~ linked immunosorbent assay, ELISA) ,再 经 洗 脱 , 只 有 那些 与 
芯片 上 的 抗体 发 生 反应 的 蛋白 质 能 粘 在 芯片 表面 。 

Mendoza LG 等 人 将 ELSA 运用 于 高 通 量 的 蛋白 质 芯片 中 。 他 们 使 用 的 是 96 孔 的 微量 滴 
定 板 。 每 个 孔 中 点 上 144 个 样 (36 个 样本 ,重复 4 次 ) ELISA 反应 照常 规 进行 。 在 点 样 时 采用 
了 机 器 手 ,用 毛细 吸管 来 转运 蛋白 质 ,精密 度 非常 高 ,能 够 将 交叉 反应 降低 到 最 低 限度 。 

(七 ) 蛋 自 质 的 分 离 和 检测 

性 白质 测定 所 使 用 的 方法 主要 是 在 质谱 (MS) 分 析 的 基础 上 发 展 起 来 的 新 技术 ,常用 且 比 
较 成 熟 的 有 基质 辅助 的 激光 解吸 附 电离 化 飞行 时 间 质 谱 (matrix - assisted laser desorption ioniza- 
tion — time of fight ~ MS ,MALDI- TOF - MS) ,以 及 在 它 基础 上 改进 后 实行 的 表面 加 强 的 激光 解 
析 电 离 化 飞行 时 间 (SELDI- TOF- MS)。 其 原理 是 利用 激光 脉冲 辐射 使 芯 池 中 的 待 分 析 样 品 
解 离 形 成 荷 电离 子 ,由 于 具有 不 同 质 荷 比 , 这 些 离子 在 仪器 场 中 飞行 的 时 间 长 短 不 一 ,由 此 绘 
制 出 一 张 质 谱 图 ,该 图 经 计算 机 软件 处 理 得 到 模拟 谱 图 ,同时 直接 显示 样品 中 各 种 蛋白 质 的 分 
子 量 、 含 量 等 信息 ,车 将 它 与 正常 人 或 某 种 疾病 患者 的 谱 图 ,甚至 数据 库 中 的 谱 图 进行 对 照 , 还 
能 够 最 终 发 现 和 捕获 新 的 特异 性 相关 蛋白 及 其 特征 。 整 个 测定 过 程 一 般 可 以 几 十 分 钟 内 就 全 
部 完成 , 且 方 法 敏感 ,特异 性 高 ,同时 不 会 破坏 所 测定 的 蛋白 质 。 此 外 , 尚 在 使 用 的 方法 还 有 原 
子 旋 显微镜 (atomaticforce microscopy, AFM) 对 测定 物 进行 表面 扫描 ,激光 捕获 显 微 解剖 技术 
(laser capture microdissection,LCM) 以 及 荧光 共振 能 量 转换 等 ,所 有 这 些 技 术 均 是 用 来 了 解 分 析 
物 中 具 标 蛋白 的 绪 合 变化 情况 的 。 目 前 的 发 展 趋势 是 将 各 种 微 泵 、 微 陪 、 微 流 路 、 微 电泳 技术 
运用 到 芯片 上 ,以 提高 其 分 析 检测 的 速度 和 灵敏 度 。 综 上 所 述 图 18 - 3 PRE 白质 芯片 检测 
的 大 概 流 程 图 。 
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18-3 蛋白 质 芯片 检测 流程 


( 八 ) 阅 读 结果 ,分 析 每 一 点 的 反应 强度 

例如 Lueking A 等 人 首先 将 人 胚 脑 cDNA 表达 文库 克隆 至 载体 上 ,再 用 IPTC (Isopropyl - B 
- D- thiogalactopymno - side) 诱 导 表达 包含 His6 表 位 的 融合 蛋白 质 。 全 过 程 均 在 96 孔 的 微量 
滴定 板 上 进行 。 接 着 将 96 孔 的 微量 滴定 板 中 的 呈 溶 解 状态 的 蛋白 质点 在 PVDF(polyvinylidene 
= difluoride) MME. PVDF 膜 具 有 极 高 的 蛋白 质 结合 力 和 机 械 强 度 。 他 们 利用 的 是 一 种 自动 化 
转运 印章 技术 可 以 进行 三 维 定位 ,转运 印章 设计 的 点 样 密度 上 限 是 在 一 张 222 mm x 222 mm 大 
小 的 膜 上 排 10 万 个 点 ,在 1 半 方 厘米 上 最 多 能 点 上 300 个 样品 。 一 个 转运 印章 包含 了 16 个 点 
样 头 ,其 中 4 个 点 的 是 对 照 , 另 外 12 个 点 的 是 6 种 样品 ,一 式 两 份 。 蛋 白质 点 在 PVDF 膜 上 之 
后 ,蛋白 质 芒 片 就 制 成 了 。 最 后 ,作者 在 芯片 上 进行 了 普通 的 酶 联 免疫 吸附 检测 ,用 一 种 能 与 
含 His6 表 位 反应 的 单 抗 检测 PVDF 膜 上 排列 的 重组 融合 蛋白 质 。 非 特异 性 结合 的 抗体 被 洗 
掉 , 滤 膜 与 荧光 标记 的 二 抗 以 及 底 物 一 起 多 育 。 滤 膜 暴 露 于 紫外 线 ,阳性 反应 的 点 与 阴性 反应 
的 点 呈现 不 同 的 颜色 ,反应 得 到 的 图 像 经 过 CCD(charge - coupled device) 系 统 扫描 分 析 , 并 由 
AIDA 软件 包 处 理 。 产 生 的 信号 是 鲜明 的 ,定位 好 并 且 可 以 检测 250 nmol 或 者 10 pg 的 点 样 的 
测试 蛋白 质 ( 如 GAPDH)。 蛋 白质 芯片 的 检测 浓度 下 限 是 10 fmol/yL。 他 们 发 现 这 种 蛋白 质 芯 
片 确实 能 够 用 于 蛋白 质 表达 和 抗体 筛选 ,并 提供 了 一 种 高 通 量 的 配 体 - 受 体 反 应 研究 手段 。 
作者 认为 ,在 利用 DNA 芯片 进行 基因 表达 谱 分 析 的 同时 ,可 以 同时 利用 蛋白 质 芯片 进行 蛋白 
质 表 达 谱 的 分 析 , 并 进而 分 析 多 种 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 


四 、 蛋 白质 芯片 的 功能 作用 


蛋白 质 芯片 通过 标记 可 能 存在 反应 性 的 蛋白 质 (如 配 体 、 酶 等 ), 使 用 特异 性 抗体 或 质谱 测 
定 , 检 测 和 筛选 多 种 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 

(一 ) 抗 原 - 抗体 相互 作用 

De Wildt RMT 等 人 创建 了 一 个 抗体 阵列 ,用 来 进行 高 通 量 的 抗原 - 抗体 反应 筛选 。 首 先 
将 细菌 文库 的 单 菌落 排列 在 第 一 张 膜 上 , 膜 上 的 细菌 菌落 可 以 分 沁 和 蛋白 产 物 (抗体 )。 第 二 张 
膜 上 印 有 抗原 ,能 够 与 第 一 张 膜 上 的 抗体 结合 。 将 第 一 张 膜 压 在 第 二 张 腊 上 ,抗体 就 被 第 二 张 
膜 上 的 抗原 粘 附 ,于 是 第 二 张 膜 就 具有 了 第 一 张 抗体 阵列 。 作 者 利用 抗体 阵列 ,与 细胞 裂解 产 
物 进行 反应 ,筛选 存在 于 细胞 裂解 物 中 的 所 有 能 与 抗体 阵列 反应 的 抗原 ,研究 细胞 内 的 各 种 蛋 
自 质 表 达 水 平 。 二 维 电泳 是 现在 通用 的 分 离 复杂 成 分 中 蛋白 质 组 的 有 效 技术 ,但 是 过 程 比较 
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复杂 ,而 且 可 重复 性 存在 一 定 的 问题 。 抗 体 阵列 能 够 与 细胞 裂解 物 直接 反应 , 比 二 维 电泳 方便 
快捷 ,得 到 的 信息 更 多 ,只 是 灵敏 度 仍 需 进一步 提高 。 

(二 ) 蛋 白质 - 蛋白 质 相互 作用 

这 是 蛋白 质 芯片 最 常用 的 研究 目标 。Thomas kodadek 报道 了 蛋白 质 功 能 芯片 探测 蛋白 质 
=- 蛋白质 之 问 相互 作用 。 分 别 将 Protein G、P50 和 FKBP 上 的 FRB(FKBP - rapamycin binding) IX 
化 学 处 理 后 的 玻 片 上 ,每 种 点 四 个 点 。 然 后 用 不 同 的 荧光 标记 蛋白 探测 。 如 图 18 - 4 
所 示 ,A 板 用 能 与 Protein G 结合 的 BODIPY - FL - IgG 探测 ;B 板 用 能 与 P50 结合 的 Cy3 - la- 
beled — IkBa 探测 ;C 板 用 在 雷 帕 替 素 存在 的 情况 下 能 与 FRB 结合 的 Cy5 - labeled - FKBP12 探 
测 ,其 中 , 雷 帕 霉 素 存在 于 缓冲 液 中 。D 板 除了 不 加 雷 帕 霉 素 外 ,其 他 与 C 板 一 样 。E 板 是 在 
雷 帕 霉 素 存在 条 件 下 ,同时 探测 3 种 标记 蛋白 。 
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图 18-4 蛋白 芯片 探测 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 


(=) - 底 物 相互 作用 

Heng Zhu 和 Michael Snyder 报 道 了 蛋白 质 微 孔 芯片 在 激酶 阵列 中 的 应 用 。 将 微 孔 芯片 的 
表面 用 交 联 剂 GPTS(3 - glycidoxypropyltrimenthoxysilane) 激 活 并 在 130 CHK 1 h。 蛋 白质 底 物 
加 入 孔 中 ,在 湿度 室 中 放 在 冰 上 放置 3 h。 每 孔 用 1% 的 BSA 封闭 ,用 TBS( tris - buffered saline) 
洗 脱 ,然后 加 入 激酶 ,y -3P - ATP 和 缓冲 液 , 接 下 来 在 30 CHA 30 min。 洗 净 芯 片 ,暴露 于 
MDP( molecular dynamics phosphoimager) , 见 图 18 - 5(a)。 图 18 - 5(b) 是 用 poly(Glu - tyr) (ERD 
得 到 的 磷酸 化 结果 放大 图 。 
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图 18-5 蛋白 芯片 探测 酶 - 底 物 间 的 作用 


(四 ) 配 体 - 受 体 相互 作用 

捕获 和 分 析 特异 性 标记 蛋白 质 配 体 包 被 的 表面 现在 已 经 有 了 ,包括 SELDI 蛋白 质 芯片 和 
多 种 Blacore 芯片 。 表 面 细胞 质 基因 组 共振 ,此 项 Blacore 应 用 的 新 进展 对 芯片 模式 的 相互 作用 
的 研究 贡献 很 大 。SELDI 和 BIA - MS 技术 将 亲 和 捕 获 和 高 分 辩 率 质谱 分 析 与 新 的 ,有效 定性 
蛋白 质 和 相互 作用 的 配 体 的 手段 结合 了 起 来 ,并 有 诸如 表 位 作 图 和 受 体 - 配 体 或 蛋白 质 - 药 
物 相互 作用 研究 的 应 用 。 

(五 ) 高 通 量 的 蛋白 质 表达 筛选 

Buss WK 等 人 用 类 似 的 技术 完成 了 高 通 量 的 蛋白 质 表达 筛选 。 先 是 将 cDNA 文库 克隆 到 
原核 表达 载体 ,并 用 仪器 将 其 克隆 菌落 排列 在 微量 滴定 板 上 ,再 转移 到 PVDF 膜 。 接 着 用 抗体 
与 膜 上 的 蛋白 质 反应 ,筛选 反应 阳性 的 克隆 ,作为 第 一 轮 筛选 。 第 二 轮 筛选 :小 规模 的 蛋白 质 
表达 ( 指 上 轮 的 阳性 克隆 ) 在 微量 滴定 板 上 进行 ,再 用 SDS - PAGE AR AVE OT ,质谱 分 析 表 达 产 
物 的 大 小 ,产量 ,纯度 溶解度。 对 克隆 的 表达 水 平 同时 进行 分 析 , 以 期 发 现 最 适 于 高 通 量 结 构 
分 析 与 功能 筛选 的 克隆 。 发 现 66% 的 克隆 包含 插入 片段 ,并 且 插 入 方向 正确 ,其 中 又 有 64% 
的 克隆 包含 了 完整 的 插入 片段 ,能 够 编码 一 个 完整 的 蛋白 质 。 第 三 办 筛选 :在 微量 滴定 板 上 对 
蛋白 质 功能 进行 分 析 , 测 定 了 96 个 克隆 的 细菌 裂解 产物 表达 GADPH 的 活性 。 通 过 三 轮 筛选 ， 
作者 建立 了 一 个 人 类 蛋白 质 表达 克隆 目录 ,为 今后 的 结构 与 功能 分 析 提 供 了 基础 。 

(六 ) 检 测 翻译 后 修饰 

例如 许多 细胞 功能 通过 可 逆 磷 酸化 调节 ,特定 位 点 磷酸 化 位 点 及 磷酸 化 程度 的 鉴定 对 于 
理解 这 些 修饰 如 何 调节 受 体 活性 至 关 重要 。 蛋 白 芯片 与 MS 技术 结合 可 快速 .灵敏 地 用 于 翻 
译 后 修饰 的 测定 。 
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耶鲁 大 学 的 Micheal Snyder 等 人 构建 了 一 组 酵母 蛋白 质 组 芯片 来 筛选 一 些 蛋 白质 的 生化 
活性 。 将 5 800 个 醉 母 开放 阅读 框 克隆 到 醉 母 高 拷贝 表达 载体 上 ,使 用 可 诱导 的 CALI 启动 子 
在 酵母 中 表达 。 采 用 96 孔 板 , 利 用 谷 胱 甘 肽 琼脂 糖 珠 从 酵母 提取 物 中 迅速 纯化 出 1 152 个 样 
品 。 利 用 免疫 印记 分 析 随 机 的 60 个 样品 来 监测 纯化 蛋白 质 的 质量 和 数量 。 代 表 5 800 种 不 同 
蛋白 的 6 566 个 蛋白 样品 通过 商业 购买 的 点 样 仪 印 到 玻璃 载 玻 片上 。 用 抗 GST 的 抗体 来 检测 
芯片 ,超过 93.5% 的 蛋白 样品 有 显著 信号 。 在 钙 存 在 的 条 件 下 用 生物 素 标记 的 钙 调 蛋白 来 检 
测 醉 母 蛋白 质 ,鉴定 出 六 种 已 知 的 钙 调 蛋白 标 革 ,以 及 一 种 结合 Cy- 3 标记 的 抗生素 蛋白 链 荃 
菌 蛋 白 , 说 明 蛋 白质 芯片 有 可 能 鉴定 出 许多 转录 后 修饰 蛋白 。 含 有 磷脂 酰 胆 碱 和 1% 生物 素 
标记 的 DHPE 的 5 类 PI( 磷 脂 酰 肌 醇 ) 脂 质 体 和 1 类 缺乏 PI 的 脂 质 体 用 于 检测 蛋白 质 一 磷脂 相 
互 作用 。 图 18 - 6 结果 表明 体内 许多 膜 蛋白 包括 完整 的 膜 蛋白 和 外 周 蛋白 优先 与 特异 的 磷脂 


二 
结合 
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图 18-6 酵母 蛋 自 芯片 分 析 信号 


五 、 蛋 白质 芯片 的 相关 技术 


一 ) 基 因 芯 
基因 芯片 与 蛋白 质 芯片 同属 于 生物 芯片 范畴 ,两 者 在 构成 ,技术 框架 ,基本 原理 等 方面 都 
有 很 多 相似 或 相近 之 处 ,这 是 很 明显 的 ,所 以 有 人 称 两 者 为 " 堂 兄弟 "。 由 于 蛋白 质 芯片 出 现 较 
晚 ,技术 上 也 不 如 基因 芯片 成 熟 ,所 以 很 多 学 者 认为 蛋白 质 芯片 是 基因 芯片 的 补充 。 实 际 上 除 
了 时 间 , 某 些 技术 (如 蛋白 质 比 DNA 难 合成 ,更 难 在 固 相 支 持 物 表 面 合成 ) 等 方面 的 差别 外 ,两 
者 在 研究 角度 和 发 展 理念 上 存在 质 的 差别 ,这 就 决定 了 蛋白 质 芯片 具有 独立 的 研究 品格 。 
cDNA 芯片 是 从 细胞 中 mRNA 的 角度 来 考虑 的 ,其 前 提 是 细胞 中 mRNA 的 水 平反 映 了 和 蛋白质 表 
达 的 水 平 。 但 事实 并 不 完全 如 此 ,从 DNA 一 mRNA 一 蛋白 质 ,存在 三 个 层次 的 调控 , 即 转录 水 
平 调控 ,翻译 水 平 调控 、 翻 译 后 水 平 调控 。 从 mRNA 角度 考虑 ,实际 上 仅 包括 了 转录 水 平 调控 ， 
不 能 全 面 代表 蛋白 质 表达 水 平 。 实 验 也 证 明 ,组 织 中 mRNA 丰 度 与 蛋白 质 丰 度 的 相关 性 并 
不 好 ， 尤其 对 于 低 丰 度 蛋白 质 来 说 ,相关 性 更 差 。 更 重要 的 是 ,蛋白 质 复杂 的 翻译 后 修饰 、 蛋 白 
质 的 亚 细 胞 定位 或 迁移 、 蛋 白质 - 蛋白 质 相 互 作用 等 则 几乎 无 法 从 mRNA 水 平 来 判断 ,而 蛋白 
质 才 是 生命 活动 的 体现 者 和 执行 者 ,从 这 个 意义 上 讲 , 蛋 白质 芯片 更 具有 发 展 潜力 。 
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(二 ) 抗 体 芯片 

抗体 芯片 (antibody microarray, 抗 体 微 阵列 ) ,是 蛋白 质 芯片 的 一 种 ,是 检测 生物 样品 中 蛋白 
表达 模式 的 新 方法 。 这 种 新 技术 使 得 研究 人 员 可 以 在 一 次 实验 中 比较 生物 样品 中 成 百 上 千 的 
蛋白 质 的 相对 丰 度 ,将 极 大 促进 蛋白 质 组 目前 的 研究 状况 。 之 所 以 将 抗体 芯片 单独 提出 ,是 因 
为 其 在 蛋白 质 芯片 家 族 中 占有 极其 重要 的 地 位 ,是 其 他 类 蛋白 质 芯片 的 技术 基础 ,也 是 蛋白 质 
芯片 发 展 的 原始 平台 。 

有 的 研究 者 将 抗 细胞 表面 标志 CD 抗原 的 CD 系列 抗体 蛋白 固定 在 醛 基 玻 片上 形成 微 阵 
列 , 从 样品 细胞 中 抽 提 膜 蛋白 抗原 并 用 FITC( fluorescein isothiocyante) 标 记 , 然 后 与 固定 在 芯片 
上 的 CD 抗体 阵列 发 生 反 应 ,扫描 仪 检测 反应 结果 。 发 现 所 得 结果 与 免疫 印迹 及 免疫 组 织 化 
学 验证 等 方法 一 致 ,显示 出 其 良好 的 适用 性 。 
下 面 以 Clontech 公司 第 一 代 的 抗体 芯片 Ab Microarray 380(Cat. No. K1847 - 1) 为 例 , 简 单 说 
明 抗体 芯片 的 技术 流程 。 该 芯片 包含 固定 在 玻璃 片 基 上 的 378 种 已 知 蛋 白质 的 单 克隆 抗体 ， 
可 以 在 一 次 简单 实验 中 同时 检测 样品 中 的 378 种 蛋白 质 的 表达 情况 ,并 且 可 以 在 一 张 芯片 上 
对 两 种 样品 的 表达 模式 进行 比较 分 析 。 
抗体 芯片 并 不 要 求 特殊 的 技能 ,只 要 一 般 常 规 的 操作 就 可 以 完成 以 往 极为 复杂 耗 时 的 工 
作 。 整 个 操作 流程 包括 :从 50 ~ 200 mg 组织 或 细胞 ,体液 中 进行 蛋白 质 抽 提 ~ 用 Cy5 和 Cy3 两 
种 不 同 颜色 的 荧光 分 子 分 别 标记 两 个 样品 一 洗 去 多 余 的 标记 分 子 一 与 芯片 杂交 邬 育 一 扫描 分 
析 结果 。 整 个 过 程 从 样品 制备 到 结果 分 析 只 要 一 天 即 可 完成 ,你 只 要 准备 好 样品 .荧光 染料 、 
脱盐 纯化 柱 (处 理 体液 样品 时 用 ) 和 荧光 扫描 仪 ,其 他 的 试剂 全 部 由 试剂 盒 提 供 (如 图 18 -7 所 
示 )。 

图 18 - 8 显示 的 是 不 同 微 阵列 的 技术 ,性质 和 功能 比较 。 


ERREN Nn 扫描 得 出 
í Rai 划一 ra pisn 
A-Cy5 


+ 381- 


基因 分 析 和 生物 芯片 技术 


基因 文库 


| oe 


Sy 蛋白 微 阵列 THERE NE HHA YK MALDI-TOF-MS 


eu i [ww ] 
芯片 


18-8 不 同 微 阵列 的 技术 比较 


(三 ) 其 他 相关 技术 

1. 寡 核 苷 酸 芯 片 。 一 个 凝 胶 光 学 或 过 硫酸 盐 诱导 的 共聚 合 技术 已 经 被 发 展 来 制作 聚 丙 乙 
烯 凝 胶 垫上 的 寡 聚 核 苷 酸 、DNA 和 和 蛋白质 微 芯片 三 维 阵列 (从 10 pam x 1 um 到 100 pm x 100 
um) ,其 为 一 个 惜 水 玻璃 界面 所 分 隔 。 

2. 组 织 芯片 。 使 用 自动 穿孔 柱 (0.6 mm 宽 ,3~ 4 mm 高 ) ,采取 1 000 个 包 埋 在 石蜡 中 的 个 
体 肿 瘤 活 检 组 织 , 将 它们 排列 到 45 mm x 20 mm 石蜡 块 中 (可 以 从 Beecher Instruments, Silver 
Spring, MD, USA 购 得 )。 和 连续 切片 后 ,肿瘤 标本 进行 免疫 组 化 ,荧光 原 位 杂交 (FISH) 和 RNA/ 
RNA 原 位 杂交 的 平行 分 析 。 此 系统 能 够 在 不 到 2 h 内 显 微 扫描 含有 645 个 标本 的 免疫 组 化 阵 
列 玻 片 。 它 对 于 许多 处 于 不 同 疾病 阶段 的 不 同 患 者 的 同步 分 析 ,快速 建立 新 的 候选 标记 基因 
中 有 应 用 

3. 蛋 白质 光学 芯片 。 此 方法 将 高 分 辩 率 的 生物 光学 显 微 成 像 技 术 和 集成 化 多 元 蛋白 质 芯 
片 技 术 相 结合 ,发 展 形成 了 新 型 的 并 行 .快速 生物 分 子 识别 和 检测 技术 。 它 不 需要 任何 添加 
剂 ,对 生物 活性 无 影响 ,还 可 以 进行 生物 分 子 相互 作用 的 动力 学 检测 ,为 一 些 尚 无 答案 的 生物 
医学 理论 问题 提供 解答 。 

其 他 还 有 微 流体 芯片 ,生物 传感器 等 等 。 

(四 ) 蛋 白质 芯片 的 技术 问题 

由 于 蛋白 质 具有 多 维 立 体 结构 ,在 多 肽 表面 发 生 的 蛋白 质 一 蛋白 质 的 相互 作用 分 析 比 较 
困难 ,这 是 由 于 : 

1 .在 微 阵列 制 造 时 ,必须 维持 蛋白 的 折 释 性 和 立体 构象 ,在 蛋白 质 芯 片 制造 过 程 中 使 用 化 
学 药品 ,加热 或 干燥 等 将 影响 蛋白 质 的 折 破 性 ,进而 影响 芯片 质量 。 

2. 折 礁 蛋 白质 之 间 存在 相互 作用 ,这 种 作用 对 线形 序列 有 较 强 的 依赖 性 ,使 得 杂交 验证 反 
应 的 动力 和 定量 分 析 复 杂 化 。 

3. 制 备 高 质量 的 芯片 ,还 要 得 到 荧光 标记 的 蛋白 质 样品 ,这 个 技术 还 不 成 熟 。 


第 三 节 蛋白质 芯片 在 医药 学 上 的 应 用 进展 


蛋白 质 芯片 在 识别 特定 组 织 或 细胞 的 蛋白 质 表达 图 谱 、 进 行 蛋白 质 水 平 的 药物 筛选 比较 
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相关 蛋白 间 的 特异 性 差异 .揭示 蛋白 激酶 的 作用 、 测 定 血清 中 的 小 分 子 物质 含量 等 方面 均 证 实 
较 现 有 技术 更 准确 迅速 。 梳 括 地 讲 , 蛋 白质 芯片 在 临床 研究 中 的 作用 大 致 分 为 三 方面 : 
一 、 发 现 新 的 疾病 标志 物 作 为 临床 诊断 的 指标 

利用 蛋白 质 芯 片 对 组 织 , 细 胞 或 体 滚 中 蛋白 质 表达 的 整体 变化 进行 图 谱 分 析 , 可 获得 蛋白 
质 水 平 上 的 总 体 表达 情况 ,通过 对 所 谓 表 型 指纹 (phenomic fingerprint) 的 检测 , 即 样 品 中 与 某 种 
疾病 或 环境 因素 损伤 可 能 相关 的 全 部 蛋白 的 含量 变化 状况 进行 检测 ,可 以 更 可 靠 地 开展 疾病 
的 诊断 或 第 查 。 尤 其 在 临床 医学 方面 ,对 某 些 疾病 ,特别 是 癌症 及 遗传 性 疾病 的 相关 蛋白 的 识 
别 上 取得 了 一 系列 突破 性 进展 。 

(一 ) 老 年 性 痴呆 

Davies H 等 人 利用 蛋白 质 芯片 和 表面 增强 激光 解吸 附 / 离 子 化 (surface enchanced laser des- 
omtionyionization,SELDI) 质 谱 来 研究 人 培养 细胞 中 B 淀粉 样 变 蛋白 肽 (amyloid - B peptide, AB) P 
的 39 ~ 43 个 氨基 酸 残 基 , 该 片段 被 认为 是 人 脑 产生 神经 系统 退行 性 改变 的 标志 物 ,可 导致 其 
因 突 变 并 且 能 够 毒害 神经 细胞 的 变异 情况 。 制 备 蛋白 质 芯片 时 ,将 高 选 拼 性 的 抗 - AB( 抗 体 ) 
共 价 个 联 在 芯片 上 ,并 将 患者 的 组 织 细 胞 培养 液 和 脑 养 液 滴 加 在 芯片 表面 ,与 若 片 反应 ,芯片 
上 抗 - Ap 能 够 捕获 液体 中 谱 对 芯片 进行 分 析 , 显示 贡 蛋 白 的 分 子 量 和 指纹 图 谱 。 早 老 性 痴呆 
(又 名 阿尔 获 海 黔 病 ) 患 者 的 典型 病理 特征 是 老年 斑 与 神经 纤维 总 结 , 其 中 老年 班主 要 由 要 聚 
集 而 成 。 作 为 跨 膜 蛋白 ,淀粉 样 蛋 白 前 体 在 水 解 时 形成 多 种 形式 的 A8, 其 中 以 AB(1~ 和 个 氨 
基 酸 ) 最 为 危险 , 故 研究 AB 的 分 型 及 各 型 的 含量 对 于 早老 性 痴呆 的 诊疗 具有 重要 意义 。 这 种 
检测 方法 具有 相当 高 的 敏感 性 和 极 微量 的 定量 分 析 能 力 ,所 需 样品 中 只 要 有 几 百 个 有 相关 改 
变 的 细胞 就 能 检测 出 来 ,实验 在 1 局 内 即 可 完成 ,对 早期 病变 的 快速 检 出 具有 重大 的 临床 意 
义 。 比 传统 的 检测 技术 先进 得 多 。 昌 前 在 此 基础 上 正在 探索 制 成 相应 抗体 进行 人 群 第 查 , 有 
相当 大 的 发 展 潜力 。 

Frears ER 等 人 利用 同样 的 技术 分 析 胆 固 醇 在 AG 的 生物 合成 中 的 作用 。 

{二 ) 瘤 症 相关 蛋白 

蛋白 质 芯 片 在 此 领域 进展 最 快 。Watkins B 将 乳腺 癌 、 结 肠 癌 .前列腺 冶 患 者 与 非 癌 对 昭 
者 的 血清 或 排泄 物 样品 通过 蛋白 质 芯 片 进行 了 研究 。 分 别 用 5 种 蛋白 质 芯片 来 分 析 , 这 些 芯 
片 包括 含有 反 向 结合 的 朴 水 表面 、 结 合 阳离子 .结合 阴离子 Ae See EA eS 
锋 有 亲和力 的 蛋白 几 种 类 型 ,根据 特定 条 件 下 检测 出 的 不 同 图 谱 导 找 在 癌症 患者 中 存在 而 在 
正常 人 中 没有 的 特殊 差异 蛋白 ,然后 从 这 些 蛋白 里 选择 出 1 ~ 2 个 来 进一步 在 其 他 癌症 患者 及 
健康 人 中 加 以 验证 。 此 后 再 在 不 同类 型 .不 同 阶段 的 恶性 病变 及 良性 病变 中 进行 比较 性 研究 ， 
以 确定 这 一 蛋白 的 临床 意义 。 现 在 经 SELDI - TOF 分 析 发 现 的 癌症 相关 蛋白 有 以 下 儿 种 。 

1 乳腺 痛 特 异 蛋 白 。 乳 腺 瘤 患者 的 血清 样品 中 有 一 个 28.3 kD 的 蛋白 ,而 且 它 仅 存 在 乃 
腺 癌 患 者 的 样品 中 。 出 此 ,研究 者 设计 出 了 NMP66 试剂 盒 , 用 其 对 可 疑 患者 进行 检测 ,结果 发 
现 这 一 蛋白 在 乳腺 癌 的 早期 诊断 (无 胺 下 淋巴 结 转移 ) 及 晚期 转移 性 乳腺 癌 的 诊断 上 特异 住 达 
到 了 100% ,在 排除 非 恶性 肿瘤 个 体 上 的 特异 性 达到 96%, 远 远 高 于 临床 应 用 的 其 他 检测 手段 
《如 乳房 入 线 造影 及 红外 线 检查 ) ,也 比 目 前 FDA 批准 的 判断 乳腺 癌 预 后 相关 的 血清 蛋白 
CA15 -3 和 CA27 - 29 的 敏感 性 和 特异 性 好 。 而 且 该 蛋白 在 DCIS( 复 发 性 非 浸润 性 恶性 肿瘤) 
的 诊断 敏感 性 上 亦 达 到 80% ,可 作为 预测 DOS 术 后 复发 及 治疗 的 重要 监测 指标 ,有 望 被 作为 
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一 个 公认 的 、 比 以 往 发 现 的 其 他 各 种 标记 物 更 好 的 乳腺 瘤 诊断 标志 。 

2. 结肠 癌 特 异 蛋 白 。 结 肠 癌 患者 的 样品 中 发 现 有 一 个 13.8 kD 的 特殊 相关 和 蛋白 ,存在 于 
结肠 阁 及 甚 阁 前 病变 患者 的 血清 中 ,而 非 癌 或 克 罗 恩 病 以 及 溃疡 性 结肠 炎 等 衣 人 性 肠 率 配 病 的 
患者 中 该 蛋白 缺失 。 因 此 通过 检测 血 中 是 否 含有 该 蛋白 存在 可 确定 肠 病 的 良 、 恶 性 质 并 对 结 
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入 研究 。 


血清 里 也 发 现 了 这 一 特异 蛋白 ,其 原因 值得 进一步 深 


3. 前 列 腺 冶 特 异 蛋 白 :前 列 腺 瘤 的 样 弗 中 发 现 一 个 50.8 kD 的 蛋白 存在 于 全 部 患者 的 血 


清 或 尿 浪 中 , 止 常 健康 对 照 者 均 为 


阴性 , 谭 且 通过 血清 前 列 躁 特异 性 抗原 (PSA) 检 测 未 被 检测 


出 的 前 列 腺 冶 患 者 中 也 能 检测 出 该 蛋白 质 。 内 此 Paweletz 等 认为 用 蛋白 质 芯片 的 方法 能 够 检 


WME 


用 的 PSA .前列腺 的 特异 讨 、 
方法 尚 不 能 识别 的 小 分 子 瘤 相 兰 


竺 异性 酸性 磷酸 酶 ,特异 膜 抗 原 , 癌 细胞 裂解 物 的 检查 
芭 白 。 在 正常 人 . 瘤 前 期 及 癌症 不 同时 期 的 患者 身上 ,利用 蛋 


白质 芯片 技术 , 仅 用 约 含 500 ~ 1 000 个 左右 组 织 细胞 的 样品 就 迅速 将 几 种 前 列 腺 癌 的 相关 看 
白 寻 找 出 来 ,敏感 性 特异 性 均 优 十 目前 一 系列 其 他 的 检测 方法 。 Ciphergen biosystems 公司 利用 
蛋白 质 小片 检测 了 来 自 于 健康 人 和 前 列 腺 漓 症 患 者 的 血清 样品 ,在 短 短 3 天 之 内 发 现 了 6 种 
洪 在 的 前 全 腺 冶 的 生物 学 标志 。 如 果 用 过 去 的 方法 ,也 许 要 花费 数 月 到 数 年 的 时 间 。 


4, 早期 识别 卵巢 冶 的 初步 研究 :Brown 报道 了 应 用 LCM 蛋白 质 芯 片 技术 评估 卵巢 组 织 分 
离 细胞 中 生殖 蛋白 的 研究 结果 。 人 在 3 种 卵巢 肿瘤 组 织 中 发 现 了 5 ~ 8 个 具有 不 同 分 子 量 的 特 
殊 肽 侦 , 这 为 今后 早期 发 现 并 诊断 出 这 些 疾病 迈 出 了 可 喜 的 一 步 。 

5. 原液 中 移行 肿瘤 细胞 的 检 出 : Vlabou 等 将 含 肿瘤 移行 细胞 的 尿 液 进行 了 SELDI- TOF 
蛋白 质 改 片 分 析 , 共 测定 了 含有 肿 瘙 移行 细胞 的 患者 尿 液 、 患 其 他 泌尿 系统 疾病 患者 的 尿 液 及 
者 的 尿 样 中 有 多 种 蛋白 质 的 改变 ,其 中 包括 5 种 异常 的 新 蛋 
白 和 7 种 异常 的 蛋白 组 合 ,分 子 量 从 3.3 ~ 13.3 kD 不 等 ,用 这 种 方法 判断 膀胱 中 有 无 移行 的 
种 装 细 胞 的 敏感 性 可 达 78% ,而 传统 的 膀胱 冲洗 后 尿 液 的 细胞 学 检查 敏感 性 仅仅 才 33%。 


健康 入 的 尿 液 94 份 。 发 现 肿瘤 串 


(三) 其 他 


Howard 等 利用 该 方法 对 乳酸 杆 菌 中 的 胶原 结合 蛋白 进行 识别 。Thulasiraman 等 关于 
Yersinia 黑 沈 病 病毒 特点 的 研究 ,Li 等 通过 动物 耳 组 织 对 软组织 受 损 后 促进 修复 基因 表达 的 簿 


选中 也 均 使 用 了 蛋 和 白质 芯片 的 研究 技术 。 在 实验 室 里 用 蛋白 质 芯片 筛 查 特异 性 抗体 和 测定 某 
些 特定 的 些 因 表达 异常 则 比较 普遍 。 赵 芷 音 等 将 抗原 性 强 的 C、NS3、NS4、NS5 片段 用 芯片 点 
样 仪 定量 点 加 在 醛 基 化 玻 片上 洲 制 作 蛋 白 芯片 。 用 进口 的 HCV 检测 试剂 盒 (ELISA) 筛 选 出 65 
例 抗 - HCV 阳性 标本 ,阳性 标本 用 芯片 检测 不 同 功能 区 抗体 ,并 测定 HCV - RNA; 同 时 用 芯片 
检测 24 例 抗 - HCV 阴性 的 正常 献血 员 血 清 。 结 果 发 现 24 例 抗 - HCV 阴性 标本 用 芯片 检测 均 
阴性 ;65 例 抗 - HCV 阳性 标本 经 芯片 检测 均 有 1 ~ 4 种 抗体 阳性 ,其 中 抗 -C、 抗 - NS3、 抗 - 
NS4 . 抗 ~ NSS 阳性 率 最 高 , 占 33.89 ; 抗 - C、 抗 - NS3、 抗 NS5、 抗 NS4 总 的 检 出 率 分 别 为 98， 
5% 89.2% 52.3% Fl 50.8% ;未 发 现 单独 含 抗 - NS3、 抗 - NS4 的 血清 ; 抗 - C、 抗 NS3、 搞 ~ 
NS4 . 抗 - NSS 阳性 血清 中 HCV - RNA 检 出 率 最 高 , 占 77.3% ;HCV - RNA 阳性 血清 中 抗 - NSS 
阳性 率 最 高 , 占 61.8% ,说 明 抗 - NSS 与 HCV - RNA 最 有 相关 性 (P < 0.05). Bie: BARS 
片 显示 较 高 的 敏感 性 与 特异 性 ; 抗 - C、 抗 - NS3 在 诊断 抗 - HCV 都 很 重要 , 抗 - NS4 及 抗 - 
NSS 有 诊断 的 互补 作用 ,而 抗 - NSS 在 一 定 程度 上 能 反映 HCV 的 复制 情况 。 此 外 ， 目前 国内 已 


经 有 成 熟 的 多 肿瘤 检测 系统 问 此 ( 


18-9). 
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DNA 微 阵列 蛋白 微 阵列 
PCR aoa - 
y 蛋白 中 表达 
time OR aot zi 
DNA 微 阵列 的 医学 应 用 。 杂交 技术 获得 特 Renae 
eae 异性 抗体 现 诊断 和 顶 后 的 标记 
+ 器官 和 疾病 特异 性 抗体 微 阵 列 ` Ew 
DNA 微 阵列 抗体 微 阵列 的 ,特异 性 和 交叉 性 结 
“ 基因 型 潜在 医学 应 用 合 抗体 谱 
“SNR' 分 析 * 转录 谱 > 在 肽 -蛋白 ,药物 - 
+ ELISA 蛋白 和 和 蛋白 一 蛋白 相 
,诊断 互 作用 研究 中 的 潜在 
“发现 生物 标记 应 用 
,器 官 和 疾病 特异 性 蛋 
白 微 阵列 


图 18-9 多 肿瘤 检测 系统 


二 、 对 疾病 病理 分 子 机 制 的 研究 

蛋白 质 芯片 能 剖析 疾病 发 生 的 分 子 基础 ,致使 临床 医生 能 够 从 疾病 的 成 因而 不 是 以 其 症 
状 进行 诊断 ,并 针对 这 种 分 子 变 化 予以 治疗 措施 。 一 个 常用 的 例子 是 在 明确 Her2 MERE DAIL E 
表达 是 乳腺 瘤 发 病 的 分 子 机 制 后 , 便 可 用 治疗 性 抗体 Herceptin 加 以 治疗 。 蛋 白质 芯片 对 分 子 
机 制 的 探讨 主要 围绕 病变 细胞 接受 和 传递 环境 刺激 的 分 子 信号 途径 以 及 在 生物 个 体 的 生理 和 
病理 状态 下 这 些 刺激 对 蛋白 质 表 达 的 调控 途径 ,是 目前 肿瘤 细胞 信号 转 导 应 用 研究 中 进展 较 
快 的 领域 。 根 据 细胞 生命 活动 类 型 , 信号 转 导 形 式 可 分 为 增殖 相关 通路 、 凋 亡 相关 通路 等 。 
Paweletz 等 首先 将 反 向 蛋白 质 微 阵列 (reverse phase protein mieroary,RPPM) 应 用 于 恶性 肿瘤 侵袭 
边缘 prosurvival 通路 活化 的 研究 。 常 用 的 蛋白 质 阵列 是 将 探 针 固定 ,而 RPPM 是 将 来 源 于 病变 
不 同时 期 的 细胞 蛋白 质 固定 。 这 种 技术 的 高 敏感 性 ,精确 度 和 线性 关系 可 辨别 信号 蛋白 的 磷 
酸化 情况 。 通 过 构建 前 列 腺 正常 上 皮 、 皮 内 肿 物 和 侵袭 性 瘤 的 蛋白 质 阵 列 , 可 以 分 析 prosur- 
vival 关键 点 蛋白 质 状态 ,结果 显示 前 列 腺 瘤 的 侵袭 性 与 Akt 磷酸 化 增加 、 凋 亡 通路 抑制 以 及 
ERK 磷酸 化 降低 有 关 ; 其 中 Akt 的 改变 在 正常 上 皮 向 PIN 过 渡 期 尤为 显著 , 伴 有 下 游 凋 亡 通路 
抑制 。 以 胞 桨 激酶 类 型 的 不 同 存在 MAPK 激酶 通路 .PKC 激酶 通路 等 。 新 西 兰 奥克兰 大 学 组 
建 了 人 脑海 马 区 的 蛋白 质 组 图 库 , 鉴 定 了 在 精神 分 裂 症 中 不 正常 表达 的 18 种 蛋白 质 ,他 们 正 
在 研究 这 些 蛋 白质 在 疾病 病理 过 程 中 的 作用 。 


三 、 筛 选 药物 靶 , 发 现 新 药物 ,研究 药理 学 


在 新 药 研究 中 蛋白 质 芯片 方法 主要 应 用 于 受 体 或 标志 物 的 鉴定 ,以 及 受 体 的 评价 及 毒 理 

学 ,药物 代谢 产物 的 研究 。 通 过 对 比 健康 状态 与 疾病 状态 的 细胞 或 组 织 的 蛋白 质 表达 差异 用 

于 药物 研究 或 药物 受 体 的 研究 ,或 药物 治疗 前 后 蛋白 质 表 达 状况 的 分 析 , 以 评价 药物 类 似 物 的 
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结构 与 活性 关系 ,寻找 高 活性 的 药物 。 妈 


白质 芯片 还 用 于 药物 毒性 的 研究 ,正常 组 织 或 已 知 毒 


性 试剂 处 理 的 组 织 其 蛋白 质 表 达 情 况 的 比较 ,可 以 表明 药物 的 毒性 及 活性 。 耶 鲁 大 学 的 研究 
小 组 报道 的 真 核 生物 水 平 的 蛋白 质 微 阵列 ,他 们 克隆 了 5 800 个 开放 阅 污 框 ,进行 酵母 蛋白 质 
组 的 过 量 表达 及 蛋白 纯化 ,并 将 这 些 蛋 册 质点 样 固定 在 载 玻 片 上 ,制作 了 和 蛋白质 芯片 ,可 应 用 


于 第 选 蛋 白药 物 相互 作用 ( 见 上 文 )。 
Gan Z 等 人 利用 生物 素 栈 基 化 酶 


制 吸附 检测 (biotinlated 


enzyme inhibitorsorbent assay, 


BEISA) 技 术 来 寻找 特定 酶 的 抑制 浏 ,而 这 些 抑制 剂 往往 可 以 成 为 药物 。 他 们 先 将 多 种 抑制 剂 
固定 在 膜 上 ,再 用 生物 素 标记 的 酶 和 未 标记 的 抑制 剂 与 膜 共 同 孵 
剂 ,接着 加 入 链 霉 素 抗生素 蛋白 - 碱 性 磷酸 酶 ,与 膜 共 育 ,最 后 加 入 碱 性 磷酸 酶 的 作用 底 物 , 产 
生 颜 色 反应 。 洗 脱 之 后 ,观察 各 个 位 点 的 颜色 ,就 可 以 知道 娜 些 
强度 如 何 。 由 于 在 一 张 噶 上 可 以 排列 上 千 种 抑制 剂 ,因此 这 也 是 一 种 高 道 量 的 蛋白 质 功能 得 


选 体系 。 


化 , 洗 去 未 结合 上 的 酶 、 抑 制 


制剂 能 够 与 酶 结合 ,结合 的 


C 蛋白 侦 联 受 体 一 直 是 重要 的 药物 作用 地 点 。 受 体 受到 刺激 之 后 ,会 导致 细胞 内 钙 离 子 


的 浓度 变化 。Coward PAH 4 HCE 


白 偶 联 受 体制 成 各 种 浓度 梯度 ,并 


定 在 微量 滴定 板 


上 , 青 分 别 加 入 31 种 兴奋 剂 。 通 过 测量 钙 离 子 的 浓度 变化 ,来 判断 兴奋 剂 与 受 体 之 间 的 关系 。 
作者 已 经 有 能 力 可 以 同时 点 上 千 种 受 体 ,并 且 交 叉 反应 污染 较 少 ,为 研究 复杂 的 配 体 受 体 反应 
提供 了 一 种 高 通 量 的 检测 方法 。 他 们 使 用 了 一 种 自动 化 的 信号 检测 装置 荧光 计 图 像 板 阅 读 器 
(fluorometric imaging plate reader, FLIPR) ,平行 .实时 检测 微量 滴定 板 中 的 钙 离子 的 浓度 变化 。 


身 免疫 性 疾病 的 诊断 。 德 


照 标本 制 成 的 蛋白 质 芯片 与 单 克隆 抗体 RCS - His FRE ,检测 RCS 


克隆 的 表达 ,以 往 的 研究 曾 证 实 hExl 表达 此 要 


蛋白 质 芯片 在 肿瘤 和 其 他 疾病 中 可 用 于 药物 破 向 的 研究 与 新 药 的 研制 ,同时 也 可 用 于 自 
学 者 Leulking 用 人 胚 脑 hEx 文库 中 的 92 个 表达 克隆 产物 及 4 例 对 


- His6 标记 融合 蛋白 在 每 一 


EH. E92 个 表达 克隆 中 有 54 个 克隆 的 插 人 序 


列 与 GenBank 登记 的 人 类 基因 序列 一 致 。 经 序列 分 析 编码 RCS - His6 标记 融合 蛋白 的 读 杠 发 
现 ,34 个 克隆 具有 正确 的 读 杠 ,20 个 克隆 是 不 正确 的 读 框 序列 ,表达 产物 鉴定 后 假 阴 性 率 在 
2% 以 下 , 假 阳性 率 在 11% 以 下 ,而 蛋白 质 的 原 位 膜 杂 交 假 阳性 率 
蛋白 质 芯 片 分 别 与 人 类 三 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 (GAPDH)、 热 体 克 蛋白 90a 的 羧基 端 片段 


(HSP90u) 和 = RE 


37% ,Leuking 等 人 仍 用 上 述 


蛋白 相应 的 单 克隆 抗体 反应 ,以 观察 单 克 隆 抗 体 的 特异 性 。 抗 GAPDH 抗体 


特异 地 识别 了 其 靶 抗 原 ,无 任何 交叉 反应 ,而 抗 HSP90u 抗体 \ 抗 a 微 管 蛋 白 抗 体 分 别 与 另外 2 


ANAL PERE AEE ,j 


其 中 2 个 克隆 所 代表 的 基因 是 未 知 的 。 这 一 方面 说 明 蛋 白质 芯 


片 可 用 于 检测 已 知 抗体 的 特异 性 ; 另 一 方面 根据 杭 体 的 交 文 反应 可 以 发 现 蛋 白质 相互 作用 的 
新 途径 ,特别 适用 于 配 体 A 受 体 及 药物 作用 机 制 的 研究 。 

我 国 具有 丰富 的 中 药 资源 ,并 拥有 成 熟 完整 的 理论 和 应 用 方式 ,值得 深 人 开发 研究 。 在 中 
药品 种 优化 及 鉴定 中 ,蛋白 芯片 技术 与 中 药 植物 化 学 给 合 ,为 其 
分 析 药 用 植物 种 属 群体 及 个 体 的 鉴别 。 


F 翌 了 一 条 新 路 ,可 广泛 用 于 


第 四 节 蛋白质 芯片 的 发 展 展望 


蛋白 质 芯片 的 问 沁 ,提供 了 一 个 有 效 的 分 析 平 台 ,在 研究 蛋白 质 的 性 质 、 特 征 ,辨识 功能 
及 生物 标记 等 方面 染 起 快速 准确 的 桥梁 ,成 为 一 种 极 具 发 展 前 途 的 新 型 研究 工具 , 极 大 的 推动 
了 看 白质 组 学 .蛋白 质 生物 信息 学 的 迅速 发 展 。 蛋 白质 芯片 作为 研究 蛋白 质 组 学 的 方法 不 仅 
需要 应 用 已 建立 的 技术 诸如 高 性 能 的 微 阵列 大 规模 的 表达 和 高 分 状 率 的 二 维 电泳 技术 ,更 需 
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要 新 发 展 的 自动 化 技术 。 这 些 包括 自动 化 二 维 电泳 、 凝 胶 成 像 、 点 识别 、 蛋 白质 裂解 后 的 点 急 

除 、 样 品 纯化 和 质谱 分 析 以 及 闭环 数据 获取 和 处 理 的 软件 。 一 个 高 通 量 MALDI - TOF ~ MS 技 

术 近 来 已 经 被 发 展 进 行 有 力 的 ,快速 和 高 精度 的 蛋白 质 控制 。 高 通 量 技术 的 发 展 对 于 这 样 的 

蛋白 质 分 析 是 需要 的 ,因为 大 数量 的 蛋白 质 参 与 机 体 的 自 稳 态 ,即使 是 最 简单 的 有 机 体 也 是 一 

样 的 。 
生前 ,以 下 几 个 领域 是 发 白质 芯片 的 研究 趋势 : 

1. 寻 找 更 好 的 探 针 固 定 技术 。 

2. 加 速 样品 处 理 和 标识 研究 。 

3. 研 究 新 的 仪器 和 方法 。 不 断 涌现 的 新 技术 可 以 加 速 蛋 扯 质 芯片 的 发 展 ,如 将 赛 核 童 酸 
阵列 转化 为 多 驮 和 和 蛋白 质 阵列 的 核糖 体 展 示 技 术 ,RNA - 多 了 天 融合 技术 FERREE 
术 和 大 规模 的 利用 基因 替换 与 RNA 抑制 进行 的 基因 项 除 技术 。 在 检测 技术 方面 ,荧光 共振 能 
量 转换 和 原子 力 显微镜 都 可 以 用 于 蛋白 质 芯片 的 研究 。 具 有 网 上 检测 的 高 通 量 自动 化 芯片 杂 
交 设 备 ,加 上 整合 的 图 像 和 数据 分 析 工 县 的 改进 将 加 快 DNA 和 蛋白质 芯 片 输出 的 速度 和 质 
量 。 

4. 开 发 高 度 集成 化 生产 的 制备 系统 等 。 

5. 改 进 蛋 白质 表达 系统 。 近 来 研制 了 一 个 在 Pichi pastoris 和 E. coli 中 双 蛋 白质 表达 系 
统 , 它 结合 了 两 个 系统 的 优点 ,诸如 可 溶性 蛋白 质 表达 的 改善 (A. Lueking 等 ,未 发 表 ) ,但 不 需 
亚 克 隆 。 这 样 表达 的 可 溶性 蛋白 质 对 于 许多 应 用 是 需要 的 ,比如 应 用 于 治疗 .体外 相互 作用 研 
究 , 生 成 抗体 识别 结构 表 位 以 及 结晶 和 核磁 共振 (NMR) 研 究 。 

6. 蛋 白质 数据 库 的 完善 。 高 分 辩 率 、 高 敏感 性 和 高 通 量 的 分 离 和 分 离 后 的 鉴定 技术 ,结合 
准确 ,全 面 的 数据 库 技术 ,使 蛋白 质 芯片 技术 用 于 分 子 生物 学 研究 卓有成效 , 必 将 会 促进 未 来 
生命 科学 的 整体 发 展 。 但 是 ,蛋白 质 芯片 研究 还 处 于 技术 发 展 和 创新 期 ,蛋白 质 组 信息 学 一 个 
主要 挑战 是 整合 能 力 不 足 ,今后 的 研究 将 是 整合 整个 蛋白 质 组 信息 ,如 从 二 维 电泳 凝 胶 ` 质 谱 
和 序列 ,到 代谢 与 功能 的 数据 ,以 及 蛋白 质 结构 和 相互 作用 ,但 也 应 联系 到 相关 基因 序列 和 表 
达 数 据 ,从 而 建立 一 个 使 各 种 数据 与 分 析 仪 器 一 体 化 的 信息 学 操作 平台 。 

蛋 自 质 芯片 发 展 的 下 一 步 是 能 够 对 更 复杂 ,更 系统 的 蛋白 质 组 ,也 就 是 说 在 一 张 芯片 上 排 
列 至 少 5 000 ~ 10 000 个 蛋白 质 。 芯 片上 的 探 针 主要 来 自重 组 抗体 ,噬菌体 展示 义 库 , 这 里 面 
可 以 储备 上 亿 个 的 抗体 片段 。 制 作 蛋 眼 质 芯片 的 关键 是 具备 高 容量 的 抗体 文库 , 也许 在 不 久 
的 将 来 ,我 们 就 可 以 利用 蛋白 质 芯片 来 分 析 各 种 蛋白 质 组 ,但 是 目前 的 工作 离 这 一 目标 还 有 相 
当 远 的 距离 。 另 一 方面 , 蛋白质 芯 片 之 所 以 比 DNA 改 片 发 展 慢 , 主 要 还 是 因为 蛋白 质 本 身 的 
变化 太 多 ,如 何 保证 检测 结果 的 可 重复 性 ,如 何 降低 成 本 ,这 些 都 是 需要 科学 家 们 进一步 加 深 
对 蛋白 质 结构 和 功能 的 理解 ,需要 其 他 相关 辅助 技术 的 成 熟 。 用 芯片 技术 取代 传统 的 对 单个 
基因 和 蛋白 质 进行 分 析 的 技术 ,目前 还 有 较 大 困难 ,但 是 ,蛋白 质 芯片 提供 了 一 种 高 通 量 功能 
分 析 技 术 , 作 为 一 种 分 析 复 区 生物 系统 的 思路 ,是 值得 我 们 高 度 重视 的 。 在 应 用 方面 蛋白 质 芯 
片 似乎 是 蛋白 质 组 学 的 新 的 和 多 功能 工具 。 人 们 认为 蛋白 质 芯片 将 使 高 通 量 筛选 广泛 种 类 的 
分 子 间 相 互 作 用 成 为 可 能 。 因 为 这 是 一 个 进步 非常 快 的 领域 ,期 望 制作 出 敏感 性 特异 性 更 强 
且 固 定 有 多 种 大 量 活性 蛋 拍 的 新 型 芯片 来 ,对 诊断 ,药物 筛选 发 育 分 析 和 蛋白 质 组 学 的 研究 
做 出 真正 贡献 ,有 人 甚至 提议 用 蛋白 质 芯片 组 装 成 的 纳米 机 器 人 ,通过 血管 送 人 人 体 去 侦察 疾 
病 .携带 DNA 去 更 换 或 修复 有 缺陷 的 基因 片段 。 也 可 以 携带 纳米 药物 的 芯片 送 人 人 体内 ,在 
外 部 加 以 导向 ,使 药物 集中 到 患处 ,更 理想 的 提高 药物 疗效 。 还 有 学 者 在 研究 利用 蛋白 质 芯片 
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组 装 成 生物 计算 机 。 姐 庸 质 疑 , 这 项 技术 在 新 世纪 里 不 仅 对 认识 盘 白 质 组 与 人 类 健康 错 综 复 
杂 的 关系 ,对 疾病 的 早期 诊断 和 疗效 监测 等 会 产生 巨大 的 推动 作用 ,而且 在 其 他 相关 领域 如 环 
境 保 扩 ,食品 卫生 ,生物 工程 工业 制药 等 方面 也 将 具有 广阔 的 发 展 前 景 。 

各 学 科 之 间 的 交叉 进而 获得 技术 上 的 突破 或 融合 ,仍然 是 打破 惟 白 质 组 / 囊 白 质 研究 瓶 项 
的 关键 ,在 可 能 的 技术 到 位 之 前 ,化 白 需 点 阵 (芯片 ) 无 疑 仍 将 有 一 筑 艰 难 的 路 要 走 ,《 科 学 》 杂 
志 说 2000 年 的 突破 在 二 对 基因 与 表达 调节 、 蛋 白质 结构 与 功能 新 领域 的 探索 ,尤其 是 基因 和 和 
蛋白 质点 阵 / 芯 片 技术 突破 的 奇迹 ,这 个 论断 被 证 明 是 正确 的 ,按照 此 思路 ,可 以 大 胆 预 测 , 整 
个 21 世纪 生命 科学 的 突破 必 将 得 益 本 蛋白质 芯 片 技术 的 不 断 完善 。 
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